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i
Résumé

L’ostéoarthrose, un processus articulaire dégénératif, revét une importance
significative dans le domaine des chevaux de course. L’implication de I’inflammation
dans la pathogénie de I’ostéarthrose est bien reconnue ainsi que le role majeur joué par
la prostaglandine E, (PGE,), un métabolite de 1’acide arachidonique, dans toutes les
phases de la maladie. Le but de notre étude consistait en la caractérisation de
I’expression de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2) et de la prostaglandine E synthétase
microsomale-1 (mPGES-1), et la régulation de la production de la PGE, par des
chondrocytes articulaires équins normaux.

Des cultures en monocouche de chondrocytes provenant de sept chevaux adultes
ont été stimulées avec différentes concentrations (2,5, 5, 10 et 20 ng/mL) d’interleukine-
1B recombinante humaine (rhIL-1P) durant 24 heures, puis avec une concentration de
rhIL-1f de 5 ng/mL durant 3, 6, 9, 12 et 24 heures. La concentration de PGE, dans le
milieu de culture a été mesurée par radioimmunoessai. Aprés extraction, I’expression de
PARN messager (ARNm) de la COX-2 et de la mPGES-1 a été étudiée par
amplification en chaine par polymérase-transcriptase inverse (RT-PCR) et par la
technique de Southern. Finalement, des analyses western Blot ont été faites sur des
extraits cellulaires pour caractériser I’expression des protéines COX-2 et mPGES-1.

La stimulation des chondrocytes avec la rhIL-1p a des concentrations de 5, 10 et
20 ng/mL durant 24 heures ou avec une concentration de 5 ng/mL de rhIL-1B durant des
périodes de temps variant entre 6 et 24 heures, a provoqué une augmentation
significative de la concentration en PGE, dans le milieu de culture. Cette augmentation
de production de PGE, a été associée avec I’induction de I’expression des ARNm et des
protéines COX-2 et mPGES-1.

Ces résultats démontrent que I’augmentation de production de PGE, dépendante
de la rhIL-1 par les chondrocytes équins en culture en monocouche est associée 3 une
augmentation de I’expression de la COX-2 et de la mPGES-1. Etant une enzyme au bas
de la cascade de I’acide arachidonique, la mPGES-1 devient donc une cible
thérapeutique intéressante dans I’élaboration de médicaments contre 1’ostéoarthrose.

Mots clés: Chondrocyte; cartilage; ostéoarthrose; équin; cheval;, maladie

articulaire; mPGES-1; COX-2; PGE,,.



Abstract

Osteoarthritis, a degenerative pathology of the joint, is a serious disease in the horse
racing industry. The implication of inflammation in the pathogenesis of osteoarthritis is
well recognized and an important role is played by prostaglandin E, (PGE,), a
metabolite of the arachidonic acid cascade. The aim of this study was to characterize
expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and microsomal prostaglandin E synthase-1
(mPGES-1) and regulation of PGE, production by equine articular chondrocytes.

Equine chondrocyte monolayer cultures from 7 adult horses were stimulated
with different concentrations (2.5, 5, 10 and 20 ng/mL) of recombinant human
interleukin-1f (rhIL-1B) for 24 hours and then with rhIL-18 (5 ng/mL) for 3, 6, 9, 12
and 24 hours. Concentration of PGE, in the media was measured by radioimmunoassay.
After extraction, the regulation of COX-2 and mPGES-1 mRNA expression was studied
by reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) assay and Southern blot
analysis. Western Blot analyses were performed on cellular extracts to characterize
expression of COX-2 and mPGES-1 protein.

Stimulation with 5, 10 and 20 ng of rhIL-1p/mL for 24 hours or with rhIL-1f (5
ng/mL) for 6 to 24 hours caused a significant increase in PGE, concentrations in the
culture media. The increase in prostaglandin production was associated with an
induction of COX-2 and mPGES-1 transcripts and protein expression.

Collectively, results indicated that the rhIL-1B-dependent increase in PGE,
production in equine chondrocytes in monolayer culture was associated with
coordinated up-regulation of COX-2 and mPGES-1 expression. Because mPGES-1 is a
downstream enzyme in the arachidonic acid cascade, it becomes an interesting
therapeutic target for the treatment of osteoarthritis.

Key words: Chondrocyte; cartilage; osteoarthritis; equine; horse; joint disease;
mPGES-1; COX-2; PGE,.
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Introduction

L’ostéoarthrose est une maladie dégénérative se caractérisant par la destruction
progressive du cartilage articulaire. Cette pathologie touche plusieurs espéces animales,
incluant ’homme et revét une importance particuliere chez le cheval. En effet,
I’ostéoarthrose est responsable de pertes économiques importantes dans I’industrie des
courses, forgant plusieurs jeunes athlétes équins a terminer leur carriére prématurément.

Plusieurs études concernant la pathogénie de 1’ostéoarthrose ont démontré une
importance majeure de I’inflammation dans I’initiation et la progression de la maladie.
Suivant une blessure cellulaire, pouvant survenir au niveau de tous les tissus présents au
sein d’une articulation mais touchant le plus souvent le cartilage articulaire, il y a
synthése et reldiche de molécules pro-inflammatoires par les cellules 1ésées. Ces
différentes molécules, parmi lesquelles se retrouvent les cytokines, ont pour effet la
stimulation des autres cellules articulaires. Concomitamment se met en place un
ensemble de cascades enzymatiques ayant pour effet de favoriser le catabolisme de la
matrice cartilagineuse au détriment de son anabolisme.

Parmi les cascades enzymatiques stimulées, nous retrouvons celle de I’acide
arachidonique conduisant & une augmentation de synthése de la prostaglandine E,
(PGE,), un écosanoide pro-inflammatoire. La PGE, posséde le pouvoir de mener les
chondrocytes a I’apoptose, favorise la synthése de métallo-protéases matricielles
(MMP) et la dégradation des composants matriciels. Pouvant également causer la
résorption osseuse et la formation d’ostéophytes, elle est considérée comme
d’importance majeure dans la progression des Iésions d’ostéoarthrose.

Les enzymes soup¢onnées comme étant directement responsables de la synthése
de la PGE, en quantité pathologique sont la cyclo-oxygénase-2 (COX-2), transformant
Pacide arachidonique en prostaglandine H, (PGH,), suivi par la prostaglandine E
synthétase microsomale-1 (mPGES-1), transformant cette derniére en PGE,. Se trouvant
en aval de cette cascade et n’étant responsable que de la production de la PGE,, la
mPGES-1 devient donc une cible thérapeutique intéressante dans le développement de

médicaments contre I’ostéoarthrose entrainant moins d’effets secondaires.



Certaines études in vitro ont démontré une co-induction de la COX-2 et de la
mPGES-1 chez des chondrocytes de plusieurs espéces animales en réponse a des
stimulations pro-inflammatoires. N’ayant jamais ét€ démontré au sujet de chondrocytes
équins, |’objectif de notre étude est de caractériser I’expression de la COX-2 et de la
mPGES-1, ainsi que la régulation de la production de PGE,, par des chondrocytes
équins normaux in vitro et ce, suite & une stimulation pro-inflammatoire par

I’interleukine-18 (IL-1pB).



Chapitre I : Recension de la littérature

I.1. Le cartilage articulaire
I.1.1. Anatomie du cartilage articulaire

Le cartilage hyalin recouvre 1’os sous-chondral au niveau des articulations
synoviales (Dewire and Einhorn 2001; Poole et al. 2001). Les interactions précisément
contrlées entre le cartilage articulaire et les tissus environnants permettent le
mouvement des articulations, tout en minimisant leur usure et leur détérioration (Dewire
and Einhorn 2001). Le cartilage articulaire est composé principalement d’eau (70% chez
I’adulte, 80% chez le nouveau-né) qui est contenue dans une matrice extracellulaire bien
organisée (Todhunter 1996). La proportion en eau du cartilage est plus importante en
superficie de celui-ci et diminue avec la profondeur, en s’approchant de I’0s sous-
chondral (Poole 2001). La principale cellule présente au sein du cartilage et qui est
responsable du renouvellement de la matrice cartilagineuse est le chondrocyte. Ce
dernier représente environ 1 &4 12% du volume total en matiére séche du cartilage
(Todhunter 1996). De par le fait que le cartilage ne contient aucune innervation, les
signaux nocicepteurs provenant de dommages qui lui sont infligés ne sont pas transmit
directement par celui-ci (Kuettner and Thonar 1998). De plus, le cartilage ne contient
aucune vascularisation ni drainage lymphatique (Todhunter 1996), I’apport en
nutriments et I’élimination des déchets des chondrocytes se faisant uniquement via

diffusion a travers la matrice cartilagineuse (Kuettner and Thonar 1998).

I.1.2. Composition de la matrice extracellulaire

Le cartilage articulaire est composé de plusieurs molécules, mais les deux
composants principaux sont le collagéne et les protéoglycanes. Le collagéne représente
15 a 25% du poids total du cartilage et 50% de son poids en matiére séche; les
protéoglycanes, quant a eux, constituent 10% du poids total et 25% de son poids en

matiére séche (Poole 2001).



I.1.2.1. Le collagéne
Le cartilage articulaire est composé de plusieurs types de collagéne, classés en

ordre décroissant d’abondance au sein de la matrice extracellulaire: type 11, XI, IX, VI,

X, XII et XIV (se reporter au tableau I) (Poole 2001).

Type| 9% du |Roles Références
collagéne
total

II 85-90 Formation des fibrilles de collagéne | (Kuettner and Thonar 1998;
Résistance a la traction du cartilage Poole et al. 2001)
Maintien du volume et de la forme du
cartilage

XI [2-3 Morphogenése du cartilage (Kuettner and Thonar 1998;
Formation des fibrilles de collagéne | Sandell and Hering 2001)

IX 1 Organisation et résistance a la (Todhunter 1996; Kuettner
déformation de la matrice and Thonar 1998; Poole
extracellulaire 2001)

VI Traces Liaison entre les fibrilles de collagéne |(Todhunter 1996)
et la surface cellulaire

X Traces Structuration de la matrice (Poole et al. 2001; Sandell
extracellulaire and Hering 2001)
Déposition de minéraux dans la
matrice calcifiée

XII |[Traces Participation a la stabilisation du (Gregory et al. 2001, Poole

XIV cartilage 2001)

Tableau I : Différents types de collaggne présents au sein du cartilage
articulaire et leurs rles respectifs.

Le collageéne de type II est le plus abondant au sein du cartilage hyalin, (se
reporter a la figure 1 et au tableau I) (Todhunter 1996; Kuettner and Thonar 1998).
C’est le réseau formé par ce type de collagéne qui est responsable de la force du
cartilage et de sa capacité a conserver son volume et sa forme (Kuettner and Thonar
1998). Le collagene de type II est organisé en fibrilles, dont le diamétre varie selon la
zone de cartilage ou elles se trouvent, allant de 20 nm dans la zone superficielle, 2
presque 120 nm dans la zone profonde (Poole ez al. 2001). Ces fibrilles sont formées par
des molécules de tropocollagéne qui est I'unité de base du collagéne et qui est composé

d’une triple hélice de chaines alpha identiques (Poole 2001; Poole er al. 2001).
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Figure 1 : Représentation schématique du réseau fibrillaire de
collagéne et des agrégats d’aggrécane — selon (Poole er al. 2001).

Le taux de renouvellement du collagéne est trés lent (prés de 350 ans chez
I’homme). Ce long taux de renouvellement est attribuable & la configuration structurale
des fibrilles de collageéne : une fois que les liaisons covalentes sont formées a I’intérieur
et entre les molécules et ce, au sein de la fibrille, les sites disponibles pour le clivage

enzymatique se font rares (Todhunter 1996).

I.1.2.2. Les protéoglycanes

Les protéoglycanes sont des macromolécules qui remplissent le réseau
tridimensionnel de fibrilles de collagéne (Kuettner and Thonar 1998). Ils sont formés
d’une ou de plusieurs chaines de glycosaminoglycane liées de fagon covalente 4 une
protéine centrale (protéine corps) (Todhunter 1996). Les glycosaminoglycanes sont
formés de deux régions : une région de jonction par laquelle la molécule est fixée a la
protéine centrale (sauf |’hyaluronane), et une région composée d’une répétition de

disaccharides, trés hétérogeéne selon le glycosaminoglycane en question (Todhunter
1996).



Le protéoglycane présent en quantité majeure dans le cartilage articulaire est
I’aggrécane et représente environ 90% de la masse totale des protéoglycanes (Kuettner
and  Thonar 1998). Il est composé de  plusieurs chalnes de
glycosaminoglycanes différents: le sulfate de chondroitine (CS) et le sulfate de kératane
(KS) (Kuettner and Thonar 1998; Poole et al. 2001). L’aggrécane forme de larges
agrégats qui sont a leur tour fixés a I’hyaluronane par leur domaine globulaire G1 et
stabilisés par la protéine lien (Todhunter 1996; Poole et al. 2001) (se reporter a la figure
1). C’est lui qui est responsable de I’hydratation importante de la matrice cartilagineuse,
bien que cet état d’hydratation soit limité par la structure de collagéne qui I’empéche de
prendre pleine expansion (Poole 2001). Par ce phénoméne, I’aggrécane se trouve alors
partiellement hydraté, ce qui lui confére un gradient de pression d’oedéme important et
donne ainsi au cartilage sa capacité a résister aux forces de compression et de
déformation (Poole 2001; Poole et al. 2001).

Le taux de renouvellement des protéoglycanes est d’environ 1800 jours chez
’homme. De plus, il existe un point de non-retour concernant le taux de perte de
protéoglycanes au sein du cartilage, au-dela duquel des dommages dégénératifs

irréversibles prennent place (Todhunter 1996).

I.1.2.3. L’hyaluronane

La molécule d’hyaluronane est responsable de I’organisation macromoléculaire
et de la rétention de I’aggrécane au sein de la matrice extracellulaire du cartilage (Poole
2001). L’hyaluronane se fixe directement ou indirectement aux fibrilles de collagéne et
se fixe également aux chondrocytes via leurs récepteurs cellulaires de surface (Poole
2001; Poole et al. 2001). 11 s’agit d’un glycosaminoglycane extracellulaire de haut poids
moléculaire composé de plusieurs unités d’acétylglucosamine et d’acide glucuronique
(Kuettner and Thonar 1998).

Plusieurs autres molécules entrent dans la composition de la matrice

extracellulaire du cartilage hyalin, elles sont décrites ailleurs (Poole 2001).

I.1.3. Organisation structurale
Le cartilage articulaire est organisé d’une maniére reflétant les forces de tension,

de compression, ainsi que les stress de déchirure exercés sur ce tissu lors des



mouvements physiologiques répétés des articulations (Poole 2001). Le cartilage
articulaire se divise en quatre zones (se reporter a la figure 2): trois non calcifiées
superficielles et une zone calcifiée profonde, en contact avec I’os sous-chondral

(Todhunter 1996).

Surface
Zone articulaire
Superficielle )
Matrice
péricellulaire
Zone
Moyenne
Matrice territoriale
Zone Matrice
Profonde interterritoriale
Tidemark
Zone Collageéne de type X
Calcifiée Chondrocytes
hypertrophiques
Os sous-chondral

Moelle osseuse
sous-chondrale

Figure 2 : Représentation des différentes zones du cartilage
articulaire humain adulte - selon (Poole et al. 2001).

La zone superficielle, aussi dénommée tangentielle ou zone I, renferme des
chondrocytes en forme de disque, orientés parallélement a la surface articulaire et c’est
dans cette zone qu’on les rencontre en plus grand nombre (Kuettner and Thonar 1998;
Poole et al. 2001). Ces chondrocytes possédent des propriétés de synthése de matrice
différentes des chondrocytes des zones plus profondes, étant exposés a des forces
physiologiques plus puissantes de par leur position a la surface de contact articulaire
(Poole 2001). Dans cette zone, les fibrilles de collagéne sont fines, organisées de fagon

tangentielle a la surface articulaire et paralléles les unes aux autres (Poole 2001; Poole



et al. 2001) (se reporter a la figure 2). C’est dans cette zone que I’aggrécane se retrouve
en quantité la plus faible (Poole 2001; Poole et al. 2001).

La zone moyenne quant a elle, dénommée également zone intermédiaire, de
transition ou zone II, renferme des chondrocytes plutot sphériques, entourés par une
matrice extracellulaire extensive (Poole 2001; Poole et al. 2001). Les chondrocytes au
sein de cette zone sont parfois organisés en petits groupes (Kuettner and Thonar 1998).
Les fibrilles composant la matrice cartilagineuse sont organisées en une structure
tridimensionnelle, les fibrilles les plus larges étant perpendiculaires a la surface
articulaires et les plus petites, enchevétrées parmi elles (Todhunter 1996) (se reporter a
la figure 2). A ce niveau, la matrice extracellulaire est riche en aggrécane (Poole et al.
2001).

La zone profonde, aussi appelée zone radiale ou zone III, renferme la
concentration la plus pauvre en chondrocytes, et ces derniers, de forme ellipsoide, sont
la plupart du temps organisés en grappes, avec leur axe orienté perpendiculairement 2 la
surface articulaire (Kuettner and Thonar 1998). Dans cette zone, la matrice
cartilagineuse est composée de larges fibrilles qui sont orientées principalement de
fagon perpendiculaire, tressant une méche plus serrée qu’au niveau des autres couches
matricielles (Todhunter 1996) (se reporter a la figure 2). Cette zone profonde renferme
une quantité maximale d’aggrécane, mais minimale de collagéne (Poole et al. 2001).

Adjacente 4 la zone profonde se trouve la zone calcifiée ou zone IV. La jonction
entre la zone profonde et la zone calcifiée se dénomme le « tidemark » (se reporter 4 la
figure 2). Cette zone assure la liaison entre le cartilage hyalin et I’0s sous-chondral,
comportant a la fois des caractéristiques propres aux deux zones (Poole 2001).
Quelques chondrocytes présents dans cette zone sont nécrotiques, mais la plupart sont
viables, présentent un phénotype hypertrophique et synthétisent du collagéne de type X
(Kuettner and Thonar 1998; Poole er al. 2001). La matrice cartilagineuse composant
cette zone est similaire en tout point 4 celle de la zone profonde, mais est imprégnée de

cristaux d’hydroxyapatite (Todhunter 1996).



I.2. Le chondrocyte articulaire
I.2.1. La structure moléculaire du chondrocyte

Le chondrocyte est une cellule hautement spécialisée, ayant la capacité de
synthétiser les différents composants de la matrice extracellulaire, les différentes
molécules pro-inflammatoires et les enzymes pouvant détruire ces mémes composants
matriciels (Sledge 1994). Les chondrocytes se retrouvent relativement isolés dans des
lacunes présentes au sein de la matrice extracellulaire, vivant seuls, en paires ou en
petits groupes (Sledge 1994). Ils occupent seulement 0,4 & 2% du volume total du
cartilage hyalin chez I’adulte et possedent un pouvoir mitotique trés limité, d’ou la
faible possibilité de régénérescence cartilagineuse lors de dommages (Sledge 1994;
Poole et al. 2001).

Au sein du chondrocyte, la synthése de protéoglycanes se produit dans les
ribosomes et dans D’appareil de Golgi (Farquhar and Palade 1998), tandis que
I’assemblage des molécules de collagéne s’effectue majoritairement dans le réticulum
endoplasmique rugueux (Pacifici and lozzo 1988; Dewire and Einhorn 2001). Le
cytosquelette du chondrocyte consiste en un réseau tridimensionnel formé de
microfilaments d’actine, de microtubules de tubuline et de filaments intermédiaires
(Zwicky and Baici 2000), qui participent aux fonctions de sécrétion et d’endocytose
(Langelier er al. 2000; Zwicky and Baici 2000), de transport cytoplasmique (Jortikka et
al. 2000) et d’intégration mécanique de I’espace cellulaire, respectivement (Langelier et
al. 2000). La membrane cellulaire du chondrocyte, comme celle de toutes les cellules de
mammiferes, contient des phospholipides membranaires qui, aprés transformation en
acide arachidonique, servent de substrat pour les différentes enzymes impliquées dans la

cascade de I’acide arachidonique.

I.2.2. Le métabolisme du chondrocyte

Les chondrocytes sont sensibles aux changements dans la composition de la
matrice extracellulaire qui résultent d’événements cataboliques ou de stimulus
physiques (May et al. 1992a; Dewire and Einhorn 2001). Les chondrocytes sont des
cellules capables de vivre dans des conditions relativement hypoxiques (Kuettner and
Thonar 1998) et elles contiennent des concentrations élevées de dépdts de glycogéne, le

glucose étant fondamentalement important dans le métabolisme énergétique de celui-ci
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(Dewire and Einhorn 2001; Windhaber er al. 2003). Les chondrocytes utilisent
principalement la glycolyse anaérobique pour la génération de phosphates hauts en
énergie, ces derniers pouvant utiliser des agents oxydants autre que I’oxygéne pour
assurer cette fonction (Dewire and Einhorn 2001; Lee and Urban 2002). En fait, leur
consommation en oxygéne correspond a 2% de celle des tissus vascularisés, mais son
utilisation apporte tout de méme au chondrocyte une fraction de ses besoins

énergétiques totaux (Todhunter 1996).

1.2.3. Interactions entre chondrocytes et matrice extracellulaire

A chaque étape de la croissance, du développement et de la maturation, les taux
relatifs de dégradation et de synthése de matrice sont ajustés pour atteindre un résultat
net de croissance, de remodelage ou d’équilibre (Todhunter 1996). La fagon par laquelle
le chondrocyte orchestre le taux de renouvellement de la matrice cartilagineuse est
encore méconnue, mais lors de maladie articulaire dégénérative, il y a déséquilibre entre
la synthése et la dégradation matricielle et ce, en faveur de cette derniére (Henrotin and

Reginster 1999).

I.2.3.1. Synthése matricielle

Durant la croissance et le développement, il y a une synthése active de matrice
extracellulaire. Il y a production de nouveau collagéne, protéoglycanes et autres
molécules. La croissance s’accompagne aussi du renouvellement de ces molécules lors
du remodelage du cartilage. Une fois la croissance arrétée, la production de molécules
matricielles est beaucoup diminuée et la proportion de chondrocyte chute également de
facon importante (Poole 1996). Les chondrocytes perdent donc leur capacité de
synthese avec le vieillissement (Morris and Treadwell 1994; Mcllwraith 1996) et leur
réponse aux facteurs de croissance présents dans le sérum diminue dramatiquement
(Kuettner and Thonar 1998; Poole 2001).

Que ce soit lors de la croissance ou lors de la réparation de lésions
cartilagineuses, plusieurs facteurs de croissance et autres promoteurs sont impliqués
dans I’augmentation de la synthése matricielle par le chondrocyte (se reporter au tableau

II).
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Facteur | Nom Role Références

TGF-B |Facteur de Favorise I’expression du phénotype et | (Kuettner and
croissance la prolifération des chondrocytes, Thonar 1998;
transformant-f3 Favorise la synthése de collagéne et | Lotz 2001; Poole

de protéoglycanes 2001)
Diminue la dégradation des
protéoglycanes

FGF Facteur de Favorise la mitose et la synthése de | (Pelletier et al.
croissance protéoglycanes 2001; Poole
fibroblastique Est important pour la chondrogenése |2001)

IGF-1 |Facteur de Induit la synthese de collagéne et de | (Palmer and
croissance protéoglycanes Bertone 1994,
insulinomimétique | Favorise la prolifération cellulaire Martel-Pelletier
-1 et al. 1998;

Poole 2001)

PDGF |Facteur de Favorise la synthése de (Kuettner and
croissance dérivé | protéoglycanes et la division Thonar 1998;
des plaquettes cellulaire Poole 2001)

BMP Protéine Favorise la synthése de collagene et | (Pelletier et al.
osseuse de protéoglycanes 2001; Poole
morphogénique Diminue la dégradation des 2001)

protéoglycanes

Tableau II : Facteurs importants dans la promotion de la synthése de la matrice
extracellulaire par les chondrocytes articulaires.

1.2.3.2. Dégradation matricielle

Le programme catabolique du chondrocyte est induit par des stimulus pro-
inflammatoires, qu’il s’agisse des différentes cytokines, des métabolites de la cascade
de I’acide arachidonique ou de d’autres molécules, et se caractérise par la sécrétion de
protéinases, la suppression de synthése de matrice extracellulaire et la réduction du
nombre de chondrocytes (Blanco et al. 1999). Les MMP sont des enzymes clés dans les
processus de dégradation du cartilage articulaire que 1’on rencontre entre autres lors
d’ostéoarthrose (se reporter au tableau III). Au sein du cartilage normal, les MMP sont
faiblement exprimées, ne servant qu’au remodelage physiologique de celui-ci. Par
contre, lors de maladies dégénératives, il se produit un débalancement entre la quantité
d’inhibiteurs tissulaires des métallo-protéases (TIMP) et la quantit¢é de MMP elles-
mémes, résultant en une déficience relative en ces inhibiteurs (Todhunter 1996). De
plus, suite a des stimulations pro-inflammatoires, il y a activation des MMP qui sont

normalement sécrétées sous leur forme inactive (Clegg and Carter 1999).
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MMP |Synonymes Substrats Références
1 Collagénase-1, Collagene de types I, II, III, VII, [ (Mcllwraith
Interstitielle X, IX et de type Il dénaturé 1996; Poole
Aggrécane 2001)
2 Gélatinase A Collagene de types IV, X et de (Kuettner and
type Il dénaturé Thonar 1998;
Aggrécane Poole 2001)
3 Stromélysine-1 Aggrécane (Mcllwraith
Collagene de types IX et XI 1996; Poole
Procollagéne 2001)
Protéine lien
7 Matrilysine Aggrécane (Poole 2001)
8 Collagénase-2, Collagene de type II (Couchman 2001;
Neutrophilique Aggrécane Poole 2001)
9 Gélatinase B Collagene de types IV, V et de (Cawston 1998;
type II dénaturé Poole 2001)
10 Stromélysine-2 Aggrécane (Poole 2001)
Collagene de types IX et XI
Procollagene
Protéine lien
11 Stromélysine-3 Protéolyse générale (Poole 2001)
13 Collagénase-3 Collagene de type 11 (Richardson and
Aggrécane Dodge 2000;
Poole 2001)
14 MMP membranaire de | Collagéne de type II (Poole 2001)
type 1 Aggrécane

Tableau III : Métallo-protéases matricielles importantes dans la promotion de la
dégradation de la matrice extracellulaire par les chondrocytes articulaires.

Faisant aussi partie des MMP nous retrouvons les aggrécanases : I’aggrécanase-
1 ou ADAMTS-4 et I’aggrécanase-2 ou ADAMTS-5 (anciennement dénommée
ADAMTS-11). Ces deux protéases ont pour fonction la dégradation de I’aggrécane,
comme leur nom le suggére (Poole 2001). Les aggrécanases seraient peut-étre les
premiéres responsables de la destruction de la matrice cartilagineuse en causant la
destruction des protéoglycanes attachés aux fibrilles de collagéne, favorisant par le fait
méme I’action des collagénases (Kuettner and Thonar 1998; Couchman 2001; Nagase
and Kashiwagi 2003). Cependant, parce que les aggrécanases sont des MMP tout
récemment découvertes, une information trés limitée est disponible au sujet de leur
signification biologique et pathologique au sein du cartilage articulaire (Nagase and

Kashiwagi 2003).
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I.3. Pathogénie de I’ostéoarthrose
1.3.1. Introduction

Au sein de chacun des composants d’une articulation saine, il existe un équilibre
précaire entre les phénoménes anaboliques et cataboliques, résultant en un maintien
d’un environnement articulaire normal (Pelletier et al. 2001). Cependant, comme tout
tissu vivant, le cartilage articulaire peut étre la cible de maladie dégénérative,
caractérisée par la prédominance des phénoménes cataboliques et menant
éventuellement a la destruction du cartilage. L’ostéoarthrose, une maladie dégénérative
articulaire, se caractérise par la destruction progressive de la matrice cartilagineuse,
menant a la fibrillation de cette derniére et causant I’apparition d’ulcérations et de
fissures, pour finalement conduire a la perte partielle ou totale de la surface articulaire
(Martel-Pelletier 2004).

Chez le cheval, I’ostéoarthrose est une maladie fréquente et ayant un impact
majeur sur les performances athlétiques. Cette pathologie articulaire est responsable de
la fin de carriére prématurée de plusieurs jeunes chevaux de course et ce,  travers le
monde, entrainant ainsi d’importantes pertes économiques au sein de I’industrie équine.
Le maintien d’une fonction articulaire normale est donc une préoccupation importante
pour le médecin vétérinaire en pratique équine (Todhunter 1996).

Bien que I’étiologie exacte de I’ostéoarthrose soit encore méconnue, il est
maintenant reconnu que celle-ci est multiple et inclu des facteurs mécaniques,
biochimiques et génétiques (Martel-Pelletier 2004). Contrairement aux humains chez
qui on associe le plus souvent I’ostéoarthrose au phénoméne de vieillissement, le patient
€quin affligé par cette pathologie est souvent beaucoup plus jeune (Mcllwraith 1996).
Que ce soit suite & un trauma ou suite a4 de multiples traumas répétés d’envergure
moindre au niveau d’une ou de plusieurs articulations et quelle qu’en soit la cause
(performance sportive ou autre), il y a installation d’un phénoméne inflammatoire
impliquant tous les tissus au sein de I’articulation (cartilage, membrane synoviale, os
sous-chondral, etc) (Palmer and Bertone 1994). Il se produit donc une relidche de
molécules pro-inflammatoires par les différentes cellules articulaires, en particulier par
les chondrocytes, ayant comme conséquence |’activation de plusieurs cascades
enzymatiques donc celle de I’acide arachidonique, qui est responsable de la production

d’un écosanoide pro-inflammatoire important, la PGE,. Parallélement se produit
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€galement une augmentation de la synthése de protéases, comme les MMP, ainsi que
d’autres molécules responsables de la dégradation enzymatique de la matrice
cartilagineuse (Mcllwraith 1996). Bien entendu, des mécanismes physiologiques de
guérison se mettent aussi en place, mais se trouvent rapidement dépassés par les
phénomenes cataboliques, I’industrie équine ne permettant que rarement un repos
adéquat a leurs athlétes pour favoriser la guérison et la diminution de I’inflammation
articulaire (Palmer and Bertone 1994). Ainsi, le phénoméne se poursuit jusqu’a
’apparition d’ostéoarthrose, menant éventuellement a la perte de fonction de

Iarticulation et a la fin de carriére du coureur équin.

I.3.2. Cytokines pro-inflammatoires

Au cours des derniéres années, plusieurs études ont démontré I’implication de
différents médiateurs de I’inflammation dans les processus dégénératifs caractérisant
I’ostéoarthrose (Towle et al. 1997; Melchiorri et al. 1998; Abramson et al. 2001;
Pelletier et al. 2001b; Hedbom and Hauselmann 2002; Martel-Pelletier 2004). Plus
précisément, les cytokines pro-inflammatoires ont été impliquées dans le
développement et la progression de la maladie (Hedbom and Hauselmann 2002). Une
cytokine est une hormone tissulaire, soit une petite protéine et/ou polypeptide qui est
responsable d’agir comme messager permettant aux cellules de communiquer entre-
elles. Les cytokines exercent leur effet biologique de différentes facons. Elles peuvent
étre relachées en circulation et affecter des cellules distantes, donc selon un mode que
I"on nomme endocrine. Elle peuvent également affecter des cellules adjacentes a la
cellule productrice et donc stimuler ces cellules de fagon paracrine ou encore opter pour
le mode de stimulation autocrine oi la cellule productrice est elle-méme stimulée par
ses propres cytokines (Mcllwraith 1996).

Le plus souvent, les cytokines ne sont pas exprimées de facon constitutive mais
plutt suite a une stimulation de la cellule productrice (Steinmeyer 2004). Elles sont soit
pro-inflammatoires, soit anti-inflammatoires, méme si certaines peuvent également se
classer dans les deux catégories, tout dépendant de leur localisation tissulaire, de leur
concentration et du type de cellule stimulée par celles-ci (Martel-Pelletier e al. 1999).
Cependant, le rdle exact de la plupart de ces cytokines dans la pathogénie de

Iostéoarthrose n’a pas encore été clairement établi (Hedbom and Hauselmann 2002).
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Les cytokines pro-inflammatoires incluent les interleukines, les facteurs
onconécrosants, les interférons et les facteurs de croissance hématopoiétiques (CSF)
(Hedbom and Hauselmann 2002). Notons parmi ces derniéres les plus importantes : les
interleukines (IL)-1, -6, -8, -17 et -18, le facteur onconécrosant-a (TNF-o) et le facteur
inhibant les cellules leucémiques (LIF) (se reporter au tableau IV) (Pelletier er al.
2001b; Hedbom and Hauselmann 2002; Martel-Pelletier 2004 Steinmeyer 2004). Le
groupe des cytokines anti-inflammatoires quant a lui se compose des IL-4, -10, -11 et -
13 et du récepteur antagoniste de I'IL-1 (IL-1RA) (Pelletier e al. 2001b; Steinmeyer
2004) et elles sont décrites en détails ailleurs (Martel-Pelletier ef al. 1999; Fernandes et

al. 2002).

IL Effets au niveau de I’articulation Références

6 Amplification de la production de cytokines et |(Platt 1996a; Martel-
de MMP Pelletier et al. 1999;
Induction de la production de TIMP Flannery et al. 2000;

Pelletier et al. 2001)

8 Chimiotaxie des neutrophiles (Matsukawa et al.
Induction de la production d’enzymes|1995; Platt 1996a;
lysosomales et de cytokines Martel-Pelletier et al.

1999)

17 Induction de la production de cytokines et de | (Shalom-Barak er al.
MMP 1998; Honorati et al.
Stimulation de I’expression de la COX-2 2002; Moseley er al.
Inhibition de la synthése de protéoglycanes et de |2003; Sylvester e al.
collagéne 2004)

18 Induction de la relache de protéoglycanes (Pelletier et al. 2001;
Induction de la synthése des MMP Joosten et al. 2004,

Dai et al. 2005)

LIF Induction de la production de cytokines et de [(Carroll and Bell 1993;
MMP Villiger et al. 1993;
Stimulation de la dégradation des Henrotin et al. 1996;
protéoglycanes Pelletier et al. 2001)

Tableau IV : Cytokines pro-inflammatoires les plus importantes (autres que I’IL-1 et le

TNF-a) et leurs effets possibles au niveau de I’articulation.

Les cytokines pro-inflammatoires les plus importantes dans le phénoméne
d’ostéoarthrose sont I’IL-1p et le TNF-a (Blanco 1999: Pelletier e al. 2001; Pelletier et
al. 2001b; Poole and Howell 2001; Hedbom and Hauselmann 2002; Martel-Pelletier
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2004). L’IL-1pB serait la cytokine majoritairement impliquée dans la destruction du
cartilage alors que le TNF-o. pour sa part, serait responsable de la perpétuation de
I’inflammation retrouvée lors d’ostéoarthrose (Pelletier er al. 2001). Ensemble, I'IL-1f
et le TNF-a démontrent une synergie dans le processus de destruction cartilagineuse
(Goldring 2000).

Le TNF-o est un médiateur important dans la dégradation de la matrice
cartilagineuse et une cytokine primordiale dans la génération de I’inflammation intra-
articulaire rencontrée lors d’ostéoarthrose (Pelletier e al. 2001). 1l est retrouvé en
quantité augmentée au niveau de la membrane synoviale d’articulations ol I’on retrouve
des dommages cartilagineux, ainsi qu’au niveau des chondrocytes et de la matrice
cartilagineuse (Moos et al. 1999). Son expression se retrouve méme chez les patients
démontrant seulement un début d’ostéoarthrose (Smith et al. 1997). De plus, le TNF-o.
est capable de causer, chez des chondrocytes articulaires, une diminution dans le taux de
transcription de I’aggrécane (Dodge et al. 1998). En plus de provoquer une diminution
dans la production et I’incorporation matricielle des collagénes de type II et de type XI
(Lefebvre et al. 1990; Richardson and Dodge 2000; Seguin and Bernier 2003), il
possede la capacité d’induire la synthése de certaines MMP par des chondrocytes en
culture (Jasser et al. 1994). En ce qui concerne la fonction chondrocytaire elle-méme, le
TNF-0, aux doses retrouvées in vivo lors d’ostéoarthrose sévere, est capable de
diminuer la viabilité, d’induire I’apoptose et d’inhiber la prolifération des chondrocytes
(Schuerwegh et al. 2003). Finalement, il a été démontré que le TNF-a peut induire
I"expression de la COX-2 (Morisset er al. 1998), une enzyme essentielle menant i la
production de la PGE,, comme il en sera question plus loin dans ce mémoire.

Quant a elle, 'IL-1 est la cytokine pro-inflammatoire par excellence que ’on
rencontre lors d’ostéoarthrose. L’IL-1 est un peptide qui comporte deux formes reliées
entre-elles, mais également distinctes : I'IL-1a et B (Platt 1996a). Chez le cheval, I’IL-
13 a été démontrée beaucoup plus active que I’'IL-1c en ce qui regarde la production de
PGE, par les cellules articulaires (May er al. 1992b). L’IL-1f a été trouvée en quantité
augmentée dans le liquide synovial, dans les synoviocytes et le cartilage de différentes
especes atteintes d’ostéoarthrose, qu’ils soient humains (Smith et al. 1997; Towle et al.
1997; Melchiorri et al. 1998; Moos et al. 1999; Hardy et al. 2002) ou équins (Morris et

al. 1990; Bertone et al. 2001). Sa présence a été démontrée au niveau de membranes
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synoviales provenant de patients souffrant d’ostéoarthrose & plusieurs niveaux différents
(Smith et al. 1997). En plus de la membrane synoviale, les chondrocytes sont également
capables de produire de I’'IL-1f en quantité augmentée (Moos et al. 1999). En effet, il a
été démontré que le cartilage souffrant de cette maladie posséde la capacité de produire
suffisamment d’IL-1f pour promouvoir la dégradation cartilagineuse tout en inhibant
les processus de guérison, conduisant alors le cartilage malade vers un processus
autodestructeur (Attur et al. 1998).

Comme le TNF-a, I'IL-1B est capable d’induire la production de MMP
(Richardson and Dodge 2000; Sadowski and Steinmeyer 2001; Liacini et al. 2002; Tung
et al. 2002b; Inoue et al. 2004) et d’influencer de fagon négative le métabolisme des
chondrocytes (Lefebvre et al. 1990; Schuerwegh er al. 2003). Elle stimule la production
de collagéne de type I et III au détriment du collagéne de type II et IX (Pelletier ez al.
2001), menant a des défauts de réparation de la matrice cartilagineuse. En plus
d’affecter la synthése du collagéne, I'[L-1f réduit la production de protéoglycanes,
contribuant encore une fois a la mauvaise qualité du cartilage. Finalement, cette
cytokine est une inductrice puissante de la cascade de I’acide arachidonique, menant 2 la
production de la PGE,, principal écosanoide impliqué dans le processus inflammatoire
intra-articulaire rencontré lors d’ostéoarthrose (May et al. 1992b; Platt 1996a;
Stichtenoth et al. 2001; Takafuji et al. 2002; Tung et al. 2002c).

1.3.3. Cascade de ’acide arachidonique

La cascade de I’acide arachidonique est la voie par laquelle sont formés les
différents écosanoides, molécules indispensables a 1’homéostasie des différents tissus et
organes (se reporter a la figure 3). Parmi les écosanoides ainsi produits se trouve la
PGE,, un médiateur trés important de I’inflammation que I’on retrouve dans les
articulations lors d’ostéoarthrose. L’acide arachidonique, premier élément de cette
cascade, est un acide gras polyinsaturé que I’on retrouve en abondance dans presque
tous les tissus et qui provient des phospholipides membranaires (Robinson 1998). Plus
précisément, c’est un acide gras dérivé de sources diététiques ou synthétisé dans le
corps & partir d’un acide aminé essentiel, I’acide linoléique. Il est ensuite emmagasiné
dans la couche lipidique des membranes cellulaires et estérifié aux phospholipides. De

cette fagon, I’étape limitante dans la biosynthése des écosanoides est la reliche de
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I’acide arachidonique de ses sites d’emmagasinage et ce, par des phospholipases

spécifiques (Serhan 2001).

Phospholipides membranaires

|
PLA,

\ 4

Acide arachidonique

5-LO / \cox

LTA, PGH,
LTA hydrolase / \ LTC,synthétase / I \
PGES |
LTB, LTC, TXA, ' PG
/ \ PGE,
LTD, LTE,

Figure 3: Enzymes, substrats et produits clés dans la cascade de I’acide arachidonique-

selon (Robinson 1998) et (Haeggstrom and Wetterholm 2002).

1.3.3.1. Phospholipase

La phospholipase est I’enzyme nécessaire pour la transformation des
phospholipides membranaires en acide arachidonique (Serhan 2001). C’est la
phospholipase A, (PLA,) qui est responsable du clivage de la liaison ester des
phospholipides et dans plusieurs cellules, elle est une enzyme membranaire dépendante
du calcium, s’activant lorsque qu’il y a augmentation du calcium intracellulaire (Serhan
2001) (se reporter a la figure 3).

Deux classes majeures de PLA, impliquées dans la synthése de médiateurs
lipidiques ont été clonées : la PLA, cytosolique (cPLA,) et la PLA, sécrétoire de type II
(Type 11 sPLA,). Bien que I’on en retrouve de fagon constitutive chez les chondrocytes
normaux et arthritiques (Pruzanski et al. 1990; Pruzanski er al. 1995), c’est le type II
sPLA, qui semble étre la forme inductible de I’enzyme, puisqu’elle est induite de facon
importante lors de la stimulation des chondrocytes avec I’IL-1B (Lyons-Giordano et al.

1993), contrairement a la forme cytosolique qui n’est que faiblement induite (Jacques et
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al. 1997). De plus, il a été démontré, chez des fibroblastes, que la cPLA, est couplée a la
cyclo-oxygénase-1 (COX-1) dans la production constitutive de prostaglandines, tandis
que le type II sPLA, est couplée a la COX-2 dans la production de prostaglandines
induite par des cytokines pro-inflammatoires (Kuwata et al. 1998). Cependant, des
€tudes récentes semblent démontrer un réle important de la cPLA, dans la génération de
prostaglandines suite a une induction pro-inflammatoire et ce, par la production de
protéines nécessaires a I’induction du type I sPLA, (Mehindate ez al. 1995; Kuwata et
al. 1998; Kuwata er al. 2005). De plus, la cPLA, semble étre une enzyme tres
importante dans la cascade de biosynthése des leucotrienes (Haeggstrom and
Wetterholm 2002). Pour sa part, le type II sPLA, semble étre une enzyme capable de
stimuler I’expression de la COX-2 et donc, en plus de fournir le substrat pour la cascade
de I’acide arachidonique, elle serait un amplificateur de cette méme cascade, a tout le
moins chez des synoviocytes provenant de patients souffrant d’arthrite rhumatoide
(Bidgood et al. 2000).

Suite a4 la transformation des phospholipides membranaires par les
phospholipases, I’acide arachidonique peut étre transformé par deux voies différentes,
comportant chacune leurs propres enzymes: la lipoxygénase (LO) et la cyclo-oxygénase

(COX) (se reporter a la figure 3).

1.3.3.2. Lipoxygénase

Il existe trois types majeurs de LO qui ont été découverts dans plusieurs tissus
chez I’homme : la 5-LO, la 12-LO et la 15-LO (Serhan 2001). C’est la 5-LO qui est
responsable de la transformation de I’acide arachidonique en leucotriénes (LT) (se
reporter a la figure 3) (Laufer 2003). Il a été démontré que I’ARNm de la 5-LO est
exprimé par les synoviocytes souffrant d’ostéoarthrose et par ceux souffrant d’arthrite
rhumatoide (Bonnet er al. 1995) ainsi que par les chondrocytes humains
ostéoarthritiques (Martel-Pelletier et al. 2004).

Le premier produit de la cascade et celui synthétisé par la 5-LO est le LTA, (se
reporter a la figure 3). Par la suite, le LTA, peut étre transformé en deux produits
différents : le LTB, et le LTC,. C’est I’enzyme LTA, hydrolase qui est responsable de la
synthése du LTB,. Cette enzyme est largement distribuée et a été€ détectée dans presque

toutes les cellules de mammiféres examinées, y compris les chondrocytes articulaires
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humains (Amat et al. 1998). Pour ce qui est du LTC,, il est synthétisé & partir du LTA,
par I’enzyme LTC, synthétase (Haeggstrom and Wetterholm 2002), qui est également
active au niveau des chondrocytes humains en culture (Amat et al. 1998). Finalement, le
LTC, peut étre a son tour transformé en ses métabolites, le LTD, et le LTE, (Robinson
1998). Les leucotriénes sont des acteurs importants dans la stimulation de la production
de différentes cytokines, comme I'IL-1, -6 et -8 par les tissus synoviaux (Laufer 2003)
et leur importance dans les maladies articulaires est de plus en plus reconnue.

Le LTB, est le leucotriéne le plus impliqué dans les pathologies articulaires
inflammatoires. En effet, plusieurs études ont démontré la présence du LTB, dans le
liquide synovial de patients atteints d’arthropathies, autant chez les humains (Sahap
Atik 1990; Costello et al. 1992) que chez les chevaux (Bertone er al. 2001). II a été
démontré que les chondrocytes (Martel-Pelletier et al. 2004) et la membrane synoviale
(He et al. 2002) de patients souffrant d’ostéoarthrose peuvent synthétiser du LTB,. De
plus, c’est un leucotriéne capable de stimuler la synthése et la reliche d’IL-1p et de
TNF-a in vitro par des explants de membrane synoviale ostéoarthritique (He ez al.
2002), ce qui laisse croire que ces deux cytokines sont sous un certain contrdle de la
part du LTB, (Laufer 2003). Finalement celui-ci est capable d’induire la syntheése de la
MMP-1 par les chondrocytes ostéoarthritiques (Martel-Pelletier er al. 2004).

1.3.3.3. Cyclo-oxygénase

La deuxieéme voie pouvant étre empruntée par I’acide arachidonique est celle
conduisant a la synthése des prostaglandines (PG) et des thromboxanes, la voie des
cyclo-oxygénases (se reporter a la figure 3). Les COX sont des enzymes ayant pour
fonction la conversion de I’acide arachidonique en PGH,, qui sera subséquemment
convertie en différents écosanoides selon I’action de d’autres enzymes en aval de la
cascade (ces enzymes seront discutées plus loin dans le mémaoire).

I 'y a plusieurs années, deux formes de COX ont été identifiées et clonées, la
COX-1 et la COX-2 (Furst and Hillson 2001), la COX-3 étant en fait une variante de la
COX-1 (Murakami and Kudo 2004). Il existe environ 60% d’homologie entre les deux
enzymes, bien qu’elles proviennent de génes différents (Simon and Strand 2001:
Murakami and Kudo 2004). Bien que leur capacité i transformer I’acide arachidonique

en PGH, soit similaire, leur différence réside dans leurs mécanismes de régulation et
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d’expression (Furst and Hillson 2001). La COX-1 est considérée comme la forme
constitutive de I’enzyme, tandis que la COX-2 est considérée comme sa forme
inductible (Simon and Strand 2001).

Les tissus exprimant le plus de COX-1 de fagon constitutive sont les cellules
endothéliales, les plaquettes, les reins, I’estomac et les muscles lisses, ol son expression
semble primordiale 4 la conservation de I’homéostasie (Furst and Hillson 2001).
Plusieurs études faites in vitro sur des tissus articulaires ont démontré une expression
constitutive de I’ARNm et de la protéine COX-1, de méme qu’une non réponse aux
stimulations pro-inflammatoires (Kuwata et al. 1998). La fonction de la COX-1 au sein
de cet organe demeure incertaine, mais son role dans la pathogénie de I’ostéoarthrose
est de plus en plus reconnu. En effet, une étude récente démontre qu’il y a induction de
la COX-1 suite a une stimulation de fibroblastes synoviaux ostéoarthritiques par des
cristaux de phosphate basique de calcium (BCP). Ces cristaux étant présents dans le
liquide synovial de patients souffrant d’ostéoarthrose, la COX-1 pourrait alors &tre
responsable d’une partie de I’augmentation des prostaglandines rencontrée lors de cette
pathologie (Molloy and McCarthy 2005). Une autre étude récente, celle-ci faite sur des
tissus synoviaux provenant d’humains ostéoarthritiques, suggére que jusqu’a 30% des
PGE, pourrait étre généré par la COX-1 (Knorth et al. 2004).

La COX-2, qui est la forme inductible des COX, conduit également a la
formation de la PGH,. Cette enzyme est, la plupart du temps, non détectable dans la
majorité des tissus, son expression nécessitant le plus souvent une stimulation pro-
inflammatoire (Simon and Strand 2001). Plusieurs études ont démontré une
augmentation dans I’expression de son ARNm et de sa protéine au niveau de
chondrocytes normaux suivant une stimulation pro-inflammatoire et ce, autant chez les
humains (Geng et al. 1995; Blanco et al. 1999), chez les chevaux (Tung et al. 2002b;
Tung er al. 2002c) que chez les autres espéces (Berenbaum ez al. 1996; Morisset et al.
1998; Nedelec et al. 2001). Cependant, la COX-2 n’est pas seulement inductible au
niveau des chondrocytes, mais peut I’&tre dans plusieurs autres tissus articulaires
affectés ou non de pathologies, comme la membrane synoviale, les ménisques et le
fibrocartilage (Hardy er al. 2002).

Plusieurs médiateurs de I’inflammation ont la capacité de stimuler I’expression

de la COX-2 au niveau des tissus articulaires, qu’ils soient sains ou atteints d’une
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pathologie. Bien siir, comme mentionné précédemment, certaines cytokines, en
particulier I'IL-1f et le TNF-a., sont de puissants agents stimulants de I’expression de la
COX-2 (Lyons-Giordano et al. 1993; Morisset et al. 1998; Tung et al. 2002b; Tung et
al. 2002c). De plus, 'expression de cette enzyme semble augmentée par le type II
SPLA; lorsque cette derni¢re est combinée a une cytokine pro-inflammatoire (Bidgood
et al. 2000) et I’'IL-17 semble aussi avoir cette propriété inductrice (Shalom-Barak et al.
1998).

Cependant, dans certains organes, la COX-2 est également constitutive. Elle est
nécessaire a I’homéostasie du cerveau, du systéme reproducteur, des os, des reins, du
systétme cardiovasculaire et de |’estomac (Simon and Strand 2001), dont seront cités
quelques exemples. Au niveau du systéme reproducteur femelle ont été rapportés des
problémes a plusieurs niveaux, que ce soit au niveau des processus d’ovulation, de
fertilisation, d’implantation ou de décidualisation chez les souris déficientes en COX-2
(Lim et al. 1997; Davis et al. 1999; Norman and Wu 2004). Concernant I’estomac,
plusieurs études démontrent que cette enzyme est essentielle pour la défense de la
muqueuse gastrique (Peskar 2001; Peskar er al. 2001) comme pour la guérison des
ulcéres (Shigeta et al. 1998; Perini et al. 2003). La COX-2 semble également
indispensable au bon fonctionnement des reins, étant aussi nécessaire que la COX-1
dans la production de la PGI, au niveau de cet organe, permettant ainsi la conservation
d’une excrétion normale du sodium et un taux de filtration glomérulaire adéquat (Brater
2002; Murakami er al. 2002). Quant au systéme cardiovasculaire, la COX-2 est
essentielle pour I’équilibre entre la synthése de thromboxane A, (TXA,) par les
plaquettes et la synthése de PGI, par I’endothélium vasculaire, dans le but de maintenir
un tonus vasculaire normal afin d’éviter les thromboses (Murakami et al. 2002;
Giannitsis 2005). La COX-2 est donc essentielle & I’homéostasie de plusieurs tissus, son

inhibition pouvant induire de graves effets secondaires (Davies and Jamali 2004).

1.3.3.4. Prostaglandine E synthétase

En aval de la cascade de I’acide arachidonique se trouvent plusieurs enzymes
capables de métaboliser la PGH, en différents prostanoides et thromboxanes. Parmi ces
enzymes, se trouve la prostaglandine E synthétase (PGES), récemment isolée et clonée,

qui transforme directement la PGH, en PGE,, principale prostaglandine pro-
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inflammatoire (se reporter a la figure 3). Deux formes majeures ont été identifiées
Jjusqu’a présent: la PGES cytosolique (cPGES) et la PGES microsomale (mPGES)
(Murakami et al. 2002).

La cPGES représente la forme constitutive que I’on rencontre de facon
ubiquitaire chez plusieurs cellules et tissus différents. De plus, il a été démontré que
cette forme est fonctionnellement couplée 4 la COX-1 dans 1’homéostasie des tissus
(Tanioka er al. 2000). D’autres études viennent confirmer ces premiéres découvertes :
I’expression de la cPGES, tout comme celle de la COX-1, demeure inchangée suivant
une stimulation pro-inflammatoire de synoviocytes atteint d’arthrite rhumatoide
(Stichtenoth et al. 2001) et de chondrocytes atteint d’ostéoarthrose (Kojima et al. 2004).
De plus, il n’y a aucune différence dans I’expression de la cPGES entre les
chondrocytes normaux et ostéoarthritiques (Li ef al. 2005).

La mPGES, quant i elle, est considérée comme la forme inductible de I’enzyme.
Celle-ci conduit a la synthése retardée de la PGE, et donc est responsable de la
production de cette prostaglandine de facon soutenue suite 3 un stimulus pro-
inflammatoire. Un couplage de la mPGES et de la COX-2 a récemment été démontré au
niveau de macrophages murins (Murakami et al. 2000). De plus, chez des synoviocytes
atteints d’arthrite rhumatoide in vitro, une stimulation par I'IL-1f peut induire une
stimulation simultanée de ’ARNm et de la protéine de la mPGES et de la COX-2,
menant & une augmentation de la production de PGE, dans le milieu de culture. En plus
de cette expression augmentée, I’activité de ces deux enzymes est aussi stimulée
(Stichtenoth et al. 2001; Kojima et al. 2002). Le méme phénomeéne est observable au
niveau d’ostéoblastes étudiés in vitro, démontrant I'importance de [’expression
combinée de la mPGES et de la COX-2 dans le mécanisme de résorption osseuse
induite par les cytokines pro-inflammatoires (Saegusa et al. 2003). De plus, la mPGES
semble étre stimulée de fagon autocrine par sa propre production de PGE,.

Tout récemment, deux formes de mPGES ont été identifides : |a mPGES-1
(Jakobsson et al. 1999; Ouellet et al. 2002) et la mPGES-2 (Tanikawa et al. 2002). La
mPGES-2 semble étre la forme constitutive des mPGES, et est couplée légérement
préférentiellement a la COX-2, bien qu’elle le soit également avec la COX-1 et ce, au
niveau de plusieurs tissus testés in vitro suite A des stimulations par des molécules pro-

inflammatoires. Ce méme phénomeéne se rencontre au niveau de synoviocytes atteints
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d’arthrite rhumatoide, ou I’on retrouve une expression constante de la mPGES-2, peu
importe le degré de sévérité de la condition et méme chez les patients oil la maladie est
inactive (Murakami ez al. 2003). De méme, on retrouve une expression inchangée de
cette enzyme chez des chondrocytes ostéoarthritiques in vitro (Kojima et al. 2004).

Pour sa part, la mPGES-1 est considérée comme la forme inductible de
I’enzyme. Découverte avant la mPGES-2, la mPGES-1 est induite par des stimulations
pro-inflammatoires (Jakobsson er al. 1999). De plus, elle est couplée avec la COX-2
dans la production de PGE, par plusieurs tissus et les deux enzymes répondent
similairement aux stimulations (Lazarus er al. 2002; Murakami et al. 2003). Le méme
comportement de la mPGES-1 est retrouvé chez des synoviocytes rhumatoides on
Pampleur de son expression correspond bien au degré de sévérité de la maladie
(Murakami et al. 2003). Des modeéles animaux d’arthrite inflammatoire ont également
démontré un couplage fonctionnel entre la mPGES-1 et la COX-2 (Claveau ef al. 2003).
Cette enzyme joue donc un rdle majeur dans les processus pathologiques et son
inhibition au niveau génique a pour effet de diminuer la sévérité des Iésions
cartilagineuses chez des souris mPGES-1 -/- (Trebino et al. 2003).

Au niveau des chondrocytes, on retrouve le méme comportement de la part de la
mPGES-1 (Molloy and McCarthy 2005). Que ce soit au niveau de I’ARNm ou de la
protéine, on retrouve son expression combinée i celle de la COX-2 apres stimulation de
chondrocytes ostéoarthritiques (Kojima et al. 2004). Les chondrocytes de patients
souffrant d’ostéoarthrose, contrairement aux chondrocytes normaux, démontrent une
expression de ’ARNm et de la protéine mPGES-1 (Li er al. 2005). De plus, les
chondrocytes ostéoarthritiques démontrent une induction de cette méme expression
suite & des stimulations par I'IL-1B (Masuko-Hongo er al. 2004), le TNF-a. et I'IL-17
(Li er al. 2005). La mPGES-1 est donc une enzyme d’importance premiére dans la

synthese de PGE, rencontrée lors d’ostéoarthrose (Kojima et al. 2005).

1.3.4. Prostaglandines

Les prostaglandines sont des écosanoides ayant de courtes demi-vies, et sont
métabolisés rapidement en formes inactives par les tissus environnants (Serhan 2001).
Dans les paragraphes précédents, il a été question de la cascade enzymatique menant a

la production de la prostaglandine la plus importante dans I’inflammation, la PGE,.
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Cependant, d’autres écosanoides trés importants dans 1’homéostasie des tissus sont
également produits et ils ont chacun une synthétase responsable de leur production

(Kojima er al. 2005). Nous retrouvons donc la PGD,, la PGF,,, la PGI, et la TXA,.

1.3.4.1. Prostaglandine E, et ostéoarthrose

De plus en plus d’études incriminent la PGE, comme étant la prostaglandine
majeure rencontrée dans les processus inflammatoires comme [’ostéoarthrose et
I"arthrite rhumatoide. En effet, la PGE, se retrouve en concentration augmentée dans les
articulations de patients souffrant d’arthropathies dégénératives (Hawkins ef al. 1993;
Gibson et al. 1996; Kirker-Head er al. 2000). Chez les chevaux, cette prostaglandine a
été€ trouvée comme bon indicateur de la présence et de la sévérité des maladies
articulaires (Bertone et al. 2001). Récemment, il a été démontré que la membrane
synoviale et le cartilage d’articulations atteintes d’ostéoarthrose sont capables de
relacher de fagon spontanée des PGE, in vitro et ce, sans stimulation préalable (Von
Rechenberg et al. 2000). De plus, elle contribue a la dégénérescence des articulations en
affectant non seulement le cartilage, mais plusieurs autres tissus articulaires. Elle agit
sur la physiologie du cartilage en étant capable d’induire les mécanismes conduisant &
I"apoptose des chondrocytes et ce, de fagon directe ou indirecte (Miwa et al. 2000;
Notoya et al. 2000; Pelletier et al. 2001a). La PGE, peut également induire la
production de plusieurs MMP (Mehindate ez al. 1995), diminuer la synthése et
promouvoir la dégradation des protéoglycanes (Morris and Treadwell 1994; Hardy et al.
2002). Elle peut également agir au niveau de |’0os sous-chondral en stimulant la
résorption osseuse et la formation d’ostéophytes par les ostéoclastes (Hardy et al. 2002;
Laufer 2003; Saegusa et al. 2003). Finalement, la PGE, peut stimuler sa propre
production induite par I'IL-1B, chez des fibroblastes synoviaux atteints d’arthrite
rhumatoide (Kojima et al. 2003). La PGE, est donc intimement reliée 3 la pathogénie de
I’ostéoarthrose.

Cependant, des effets bénéfiques de la PGE, sur les tissus articulaires ont été
récemment découverts. Une étude faite sur des chondrocytes équins in vitro a démontré
que I’ajout de PGE, exogene a ces cultures avait pour effet de diminuer I’expression des
MMP-1, -3, -13, et TIMP-1 (Tung et al. 2002a) et suit les résultats d’une autre &tude

faite sur des chondrocytes humains (DiBattista et al. 1994). 11 faut toutefois prendre en
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considération un €élément important : les concentrations de PGE, utilisées dans ces
études sont bien supérieures a celles retrouvées dans le liquide synovial de patients
souffrant de pathologies articulaires, ce qui met en doute I’importance clinique de ces
effets bénéfiques.

Il a également été démontré que la PGE, peut augmenter I’expression du facteur
de croissance IGF-1 via une boucle de rétrocontrdle autocrine (DiBattista et al. 1996).
L’IGF-1 semble étre un des facteurs de croissance les plus importants impliqués dans
les mécanismes anaboliques du cartilage (se reporter au tableau II). En fait, il a été
démontré capable de stimuler la production des composants de la matrice extracellulaire
par les chondrocytes, comme le collagéne de type II et les protéoglycanes (Martel-
Pelletier et al. 1998). Donc, selon cette étude, la PGE, semble bénéfique pour le
métabolisme cartilagineux. Cependant, il a été démontré que les protéines 3 et 4 liant le
IGF-1 (IGFBP-3 et IGFBP-4) inhibent I’action du IGF-1 sur les cellules et ce, sous
plusieurs conditions expérimentales (Martel-Pelletier et al. 1998). I a également été
démontré que la PGE, est capable d’augmenter I’expression de ces deux protéines liant
le IGF-1 par les chondrocytes articulaires en culture (Di Battista et al. 1996; Di Battista
et al. 1997). L’interprétation de ces résultats est donc ambigué, la PGE, n’augmentant
pas seulement I’expression du IGF-1, mais également celle de ses deux inhibiteurs :

IGFBP-3 et IGFBP-4.
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I.4. Culture de chondrocytes
I.4.1. Introduction

Dans des conditions appropriées, la plupart des cellules animales seront capables
de vivre, de se multiplier et d’exprimer plusieurs propriétés dans un plateau de culture
tissulaire. Les cellules peuvent ensuite étre observées sous microscope ou analysées
biochimiquement. Ces analyses sont appelées in vitro, étant faites sur des cellules dans
des plateaux de culture et non au sein d’un animal (Alberts et al. 1994).

Les cultures cellulaires ont débuté en 1907 et impliquaient alors la culture de
petits fragments de tissu, nommés explants. Maintenant, les cultures sont le plus souvent
faites a partir de suspension de cellules isolées de différents tissus. La plupart des
cellules ne sont pas adaptées pour vivre en suspension et donc requiérent une surface
solide sur laquelle elles peuvent croitre et se diviser, ce que I’on obtient la plupart du
temps avec des plateaux de culture (Alberts ef al. 1994).

Les cultures cellulaires préparées directement a partir des tissus d’un organisme
sont appelées cultures primaires. Dans la plupart des cas, ces cellules peuvent étre
retirées de leur plateau de culture primaire et étre utilisées pour former plusieurs
cultures secondaires; la procédure nécessaire pour former ces cultures se nomme un
« passage » (Freshney 1990; Alberts er al. 1994). Certaines cellules peuvent subir
plusieurs passages pendant plusieurs semaines ou mois tout en gardant leur phénotype
et leurs caractéristiques (Alberts er al. 1994). Cependant, d’autres types cellulaires qui
ont tendance a se dédifférencier, comme les chondrocytes, ne peuvent subir aucun
passage, ceci entrainant la perte des caractéristiques propres du type cellulaire primaire
(Nixon et al. 1992; Alberts et al. 1994).

La culture de chondrocytes est un des outils les plus puissants dont nous
disposons pour explorer les caractéristiques moléculaires et intra-cellulaires de
’activation et de la dédifférenciation des chondrocytes (Thirion and Berenbaum 2004).
Les chondrocytes isolés maintenus in vitro sous différentes conditions de culture ont
fourni de I’information importante sur le métabolisme du cartilage articulaire (Platt
1996b). Plusieurs techniques ont été développées pour I’étude du métabolisme des
chondrocytes cultivés in vitro (Adolphe and Benoit 1994; Huch et al. 2002; Thirion and
Berenbaum 2004).
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I.4.2. Culture en monocouche

La culture en monocouche est la forme de culture cellulaire la plus rapportée
dans la littérature au sujet des chondrocytes (Freshney 1990; Platt 1996b), et elle
implique la libération de ceux-ci de leur matrice extracellulaire. Pour se faire, plusieurs
techniques utilisant la digestion enzymatique matricielle séquentielle ont été décrites
(Adolphe and Benoit 1994; Platt 1996b). Par la suite, les chondrocytes fraichement
isolés et implantés dans les plateaux de culture adhérent a la surface de plastique et y
sont ancrés solidement, ce qui permet des changements de milieu de culture sans pertes
de cellules (Freshney 1990; Platt 1996b). Les cultures en monocouche sont définies
comme des cultures dans lesquelles la densité cellulaire varie entre 5 et 16 X 10°
cellules par cm? (Platt 1996b). Les cellules cultivées en concentrations plus élevées sont
appelées cultures cellulaires de haute densité et possédent des caractéristiques
différentes (Watt 1988; Platt 1996b). Une autre des caractéristiques des cultures en
monocouche est leur capacité proliférative élevée (Platt 1996b; Huch et al. 2002). Cette
prolifération de chondrocytes est un processus non physiologique pouvant mener 2 leur
dédifférenciation, surtout lorsque ces derniers subissent plusieurs passages (Platt
1996b).

Malgré ces limitations, les chondrocytes cultivés en monocouche demeurent un
modele de culture trés utile pour 1’étude de processus variés, comme par exemple le
nombre de récepteurs membranaires et leurs affinités, les interactions cellule-cellule, la
relache de facteurs cellulaires, la synthése de matrice et D’influence de facteurs

régulateurs (Platt 1996b).

L.4.3. Phénomene de dédifférenciation des chondrocytes en culture

Le probléme majeur rencontré lors de culture de chondrocytes est leur
dédifférenciation en fibroblastes. Presque 90% du collagéne qui est synthétisé par les
chondrocytes articulaires est de type II, le 10% restant étant occupé par les autres
collagénes (Platt 1996b). La dédifférenciation des chondrocytes, causée par les
conditions de culture, résulte en la perte de leur morphologie sphérique au dépend d’une
forme fibroblastique allongée (Glowacki et al. 1983; Platt 1996b). Cette transition est

universelle et quelques facteurs ont été associés 4 une augmentation de la tendance vers
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la dédifférenciation : mise en culture d’une basse densité cellulaire (Watt 1988),
cultures en monocouche, resuspension des chondrocytes (Nixon et al. 1992; Hering et
al. 1994), traitements avec des cytokines pro-inflammatoires, utilisation de sérum
(Stewart er al. 2000) et extraction de chondrocytes d’humains adultes (Thirion and
Berenbaum 2004).

La conversion des chondrocytes en fibroblastes peut étre déterminée, basée sur
la diminution de la production du collagéne de type II au bénéfice du collagéne de type |
et Il (Mayne et al. 1976; Ronziere et al. 1997; Binette et al. 1998; Thirion and
Berenbaum 2004). De plus, lors de la dédifférenciation des chondrocytes, ces derniers
produisent de moins en moins de protéoglycanes de haut poids moléculaire comme
I"aggrécane, au profit de protéoglycanes de petit poids moléculaire (Binette ef al. 1998;
Thirion and Berenbaum 2004).

Des efforts sont déployés pour éviter ce phénoméne de dédifférenciation, que ce
soit I’essai d’autres systémes de culture comme les cultures 4 haute densité (Watt 1988;
Hering et al. 1994; Ronziere et al. 1997), en réseau tridimensionnel (Freyria et al.
2004), en suspension (Hauselmann et al. 1994; Binette et al. 1998), en agrégats ou en
culots de centrifugation, oi les chondrocytes semblent se comporter davantage comme
des cellules in vivo (Stewart et al. 2000). L’ajout de certaines substances comme 1’acide
ascorbique (Hering et al. 1994; Ronziere et al. 1997) et la BMP-2 semblent aider 2 la
conservation du phénotype et ce, méme lors de cultures en monocouche (Sailor et al.

1996; Stewart et al. 2000).

L.4.4. Avantages et inconvénients des cultures cellulaires
1.4.4.1. Avantages
1.4.4.1.1 Contrdle de I’environnement

L’avantage majeur des cultures cellulaires est le contrdle précis de
’environnement physicochimique entourant les cellules (Freshney 1990), donc la
possibilit¢ de diminuer le niveau de complexité de I’environnement in vivo (Platt
1996b). Les conditions physiologiques peuvent également é&tre gardées de facgon

relativement constantes (Freshney 1990; Shepherd 2000).
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1.4.4.1.2. Economies

Les cultures cellulaires peuvent étre exposées directement a un agent a des
concentrations moindres et bien établies, et ayant un accés direct aux cellules
concernées. Les études nécessitant I’analyse de plusieurs variables et la production de

répliques sont donc beaucoup moins dispendieuses que lorsque faites in vivo (Freshney

1990).

1.4.4.2. Désavantages
1.4.4.2.1. Expertise

La croissance des cellules animales étant beaucoup moins rapide que celle de la
majorité des contaminants, comme les bactéries et les moisissures, les techniques de
cultures cellulaires doivent étre réalisées sous des conditions d’asepsie stricte. De plus,
les cellules en provenance d’animaux pluricellulaires sont incapables de survivre a I’état
isolé, et donc incapables de survivre sans approvisionnement en environnement
simulant le plasma sanguin ou le liquide interstitiel. Ceci implique donc un niveau de

compréhension adéquat du systéme pour pouvoir en apprécier les besoins (Freshney

1990).

1.4.4.2.2. Quantité
La limitation majeure des cultures cellulaires concerne les efforts demandés et

tout le matériel requis pour une production relativement faible de cellules (Freshney

1990).

1.4.5. Différences majeures entre les études in vitro et in vivo

Les différences majeures proviennent de la dissociation des cellules de leur
milieu géométrique en trois dimensions et leur propagation sur un substrat en deux
dimensions (Freshney 1990). Certaines interactions entre les cellules elles-mémes et
entre les cellules et leur matrice, caractéristiques de Ihistologie du tissu, sont perdues
(Freshney 1990; Platt 1996b).

L’environnement de culture manque aussi de plusieurs signaux, tant chimiques

que physiques, impliqués dans la régulation de I’homéostasie in vivo (Platt 1996b).
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Sans ce contrdle, le métabolisme peut étre plus constant in vitro que in vivo, ce qui n’est
peut-étre pas trés représentatif du tissu duquel proviennent les cellules (Freshney 1990).

Plusieurs autres différences sont retrouvées entre les études faites in vitro et
celles in vivo (Freshney 1990). Cependant, il ne faut pas oublier que plusieurs fonctions
spécialisées des cellules sont également exprimées en culture. Donc, aussi longtemps
que les limites du modéle sont reconnues, la culture cellulaire devient un outil trés
intéressant, aidant a la compréhension des mécanismes physiologiques et pathologiques
des différents tissus. Elle permet ainsi de mieux comprendre les phénoménes impliqués
dans la dégénérescence de la matrice cartilagineuse lors d’ostéoarthrose (Freshney

1990; Platt 1996b).

1.4.6. Modeles in vitro d’ostéoarthrose

Plusieurs modeles de cultures cellulaires ont été élaborés pour I’étude de
Iostéoarthrose in vitro. Certaines études sont réalisées A partir de chondrocytes
ostéoarthritiques qui sont tout simplement cultivés sans aucune stimulation et ce, dans le
but d’analyser leur métabolisme spontané et de le comparer avec celui de chondrocytes
normaux (Von Rechenberg er al. 2000). 1l existe cependant d’autres modeles in vitro
qui utilisent des stimulations variées, essayant autant les uns que les autres de
représenter le plus fidelement possible les mécanismes rencontrés lors de pathologie
articulaire.

Un des modeles d’ostéoarthrose in vitro le plus fréquemment rencontré est celui
utilisant I'IL-1B comme stimulation pro-inflammatoire. L’IL-1B est utilisée pour son
implication importante au sein des articulations lors d’ostéoarthrose, comme discuté
précédemment. Une autre molécule souvent utilisée est le TNF-a, pour les raisons
également mentionnées dans les pages précédentes.

Toujours en ce qui concerne les molécules pro-inflammatoires, les
lipopolysaccharides (LPS) étaient fréquemment utilisés auparavant dans les modéles
d’ostéoarthrose in vitro. Aujourd’hui, ces molécules sont plutot réservées aux études sur
les phénomenes septiques, les LPS provenant de la paroi des bactéries a gram négatif
(MacDonald and Benton 1996).

Une technologie récemment développée est I’application de forces de

compression intermittentes a des cultures de cellules articulaires normales, dans le but
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d’induire les changements observés lors d’ostéoarthrose. Cette nouvelle technique de
stimulation cellulaire semble prometteuse, reflétant ainsi probablement mieux
Iinitiation de la pathologie suite aux stress mécaniques exercés sur les articulations,
permettant alors la réalisation d’études in vitro se rapprochant plus des phénomeénes

retrouvés in vivo (Sauerland et al. 2003).
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L.5. Hypothese et objectif

La PGE, semble étre un acteur majeur dans la perpétuation de I’inflammation et
par le fait méme, dans la dégénérescence de la matrice cartilagineuse. De plus, nous
croyons maintenant que c’est fort probablement la mPGES-1, couplée 4 la COX-2, qui
est responsable de la production de PGE, en quantité importante dans les phénoménes
pathologiques comme I’ostéoarthrose et ce, peu importe I’espéce étudiée. Notre
hypothése était donc qu’une stimulation pro-inflammatoire serait responsable d’une
induction concomitante de I’expression des enzymes COX-2 et mPGES-1, conduisant a
la synthése de PGE,.

Quelques études ont démontré I’induction de I’expression de la mPGES-1 par
des chondrocytes ostéoarthritiques in vitro suite a une stimulation par des cytokines pro-
inflammatoires. Cependant, aucune ne concerne I’expression de la mPGES-1 chez des
chondrocytes normaux de chevaux. L’objectif de notre étude était donc la
caractérisation de I’effet de la rhIL-1f sur I’expression de la mPGES-1 et de la COX-2,
et sur la régulation de la synthése de la PGE,, chez des chondrocytes équins normaux en

culture monocouche.
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II.1. Summary
Objective—To characterize expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and microsomal
prostaglandin E synthase-1 (mPGES-1) and regulation of prostaglandin E, (PGE,)

production by equine articular chondrocytes.

Sample population— Articular cartilage from the metacarpophalangeal joints of 7 adult

horses.

Procedure—Equine chondrocyte monolayer cultures were stimulated with different
concentrations (2.5, 5, 10 and 20 ng/mL) of recombinant human interleukin-1f (rhIL-1pB)
for 24 hours and then with rhIL-1B (5 ng/mL) for 3, 6, 9, 12 and 24 hours. Concentration of
PGE, in the media was measured via radioimmunoassay. Total RNA was extracted from
harvested chondrocytes and regulation of COX-2 and mPGES-1 mRNA was studied via
reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) assay and Southern blot analysis
with equine-specific probes. Western blot analyses were performed on cellular extracts to

characterize expression of COX-2 and mPGES-1 protein.

Results—Stimulation with 5, 10 and 20 ng of rhIL-1B/mL caused a significant increase in
PGE, concentrations in the culture media, whereas incubation of cells with rhIL-1B (5
ng/mL) for 6 to 24 hours increased PGE, production significantly. The increase in
prostaglandin production was associated with an induction of COX-2 and mPGES-1
transcripts. There also was an rhIL-1B-dependent induction in COX-2 and mPGES-1

protein expression.

Conclusions and Clinical Relevance—Collectively, results indicated that the rhIL-18-
dependent increase in PGE, production in equine chondrocytes in monolayer culture was
associated with coordinated up-regulation of COX-2 and mPGES-1 expression. The
pathophysiologic consequences of upregulated COX-2 and mPGES-1 expression, and of

PGE, synthesis, in rhIL-1p-stimulated equine chondrocytes remain to be elucidated.
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I1.2. Introduction

Studies on the pathophysiology of osteoarthritis provide evidence that inflammatory
mediators have an important role in the initiation and progression of the disease. Mediators
exert their effects in the cartilage matrix but also on other joint tissues.'* Pro-inflammatory
cytokines induce the development and enhance the progression of lesions of osteoarthritis.'
The pro-inflammatory cytokine interleukin-1B (IL-1B) is produced by joint cells**™® during
osteoarthritis and is present in large amounts in synovial fluid of horses with
osteoarthritis.”'® Affected human cartilage releases sufficient amounts of IL-1p to promote
cartilage degradation, while inhibiting its repair, leading the affected cartilage to an auto-
destructive pathway.'' Results of many studies indicate that IL-1 not only induces the
synthesis of degradative proteinases by synovial cells and chondrocytes'*™ but also
prostaglandin E, (PGE,), a major'**! mediator of inflammation.

Increased concentrations of PGE, during naturally occurring disease or after
cytokine stimulation have a central role in the development and progression of
osteoarthritis.”> It has been recently reported that PGE, induces apoptosis of bovine
articular chondrocytes® and that its production is required for caspase-dependent
chondrocyte death induced by nitric oxide in affected canine and human chondrocytes.?**
Additionally, PGE, stimulates production of matrix metalloproteinases (MMPs)* and could
be responsible, in part, for the degradation of proteoglycans in affected joints.?
Furthermore PGE, can cause bone resorption and also may be involved in osteophyte
formation encountered in osteoarthritis patients.””* Taken together, these studies suggest a
role for PGE, in the progression of osteoarthritis.

Prostaglandin E, is produced by the activity of 2 important enzymes,
cyclooxygenase (COX) and prostaglandin E synthase (PGES), in the arachidonic acid
pathway. Prostaglandin E synthase converts the product of the COX enzymes,
prostaglandin H, (PGH,), into PGE,.”” Two major isoforms of COX and PGES exist. The
constitutive pathway is formed by COX-1 and the cytosolic isoform of PGES, cPGES.®
The inducible pathway, responsible for increased production of PGE, in inflammatory

processes, includes COX-2 and the recently identified microsomal isoform of PGES,
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mPGES.» Different forms of mPGES have also been isolated:*> mPGES-1** and mPGES-
2.3 Microsomal PGES-1, recently characterized and cloned,** is selectively up-regulated
during COX-2-dependent PGE, production in the rat adjuvant-induced arthritis model.*
Microsomal PGES-1 is also up-regulated with COX-2 after IL-1f or tumor necrosis factor
(TNF)-a stimulation in human chondrocytes affected by osteoarthritis, whether mPGES-2
remains constitutively expressed and unaffected by proinflammatory stimulation.”’
Moreover, mPGES-1 inhibition at gene level can decrease the severity of cartilage lesions
seen in mPGES-1-deficient mice after experimentally induced inflammatory arthritis.*® The
results of these studies suggest an important role for mPGES-1 induction in joint disease.
Our hypothesis, based on the knowledge that COX-2 is up-regulated in equine
articular chondrocytes by a pro-inflammatory stimulus,’® was that pro-inflammatory
stimulation by IL-1 would concurrently increase COX-2 and mPGES-1 mRNA and
protein expression. The objective of our study was to characterize the expression of COX-2
and mPGES-1, and the regulation of PGE, production by normal equine articular

chondrocytes.
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IL.3. Methods
I1.3.1. Source of tissues and cell culture

Macroscopically normal articular cartilage was aseptically harvested from the
weight-bearing surface of the metacarpophalangeal joints of 7 adult (10 to 15 years old)
Standardbreds, obtained at an abattoir. Chondrocytes were isolated via 2 sequential
digestions with trypsin® and collagenase.” Briefly, full thickness cartilage slices were
washed 3 times with Dulbecco modified Eagle medium (DMEM)° that contained penicillin
(400 000 U/L)/streptomycin (400 pg/L)," gentamicin (150 mg/L)® and HEPES buffer (0.02
M)." Cartilage slices were incubated at 37°C and gently agitated with sterile trypsin solution
(0.05% trypsin and 0.01% EDTA®) for 25 minutes and subsequently by collagenase
solution (0.05% collagenase and 10% fetal bovine serum (FBS)") for 11 to 13 hours. The
supernatant was filtered with a 70 um cell strainer,’ the cells were washed 3 times and
centrifuged (500 X g for 6 minutes, 3 times). Chondrocytes were counted with a
hemacytometer’ and their viability was assessed with a Trypan blue dye solution.*
Chondrocyte viability was > 97% at the outset of each experiment. The chondrocytes of
both normal metacarpophalangeal joints of the same horse were pooled together, however
chondrocytes from different horses were never pooled. Chondrocytes were diluted to a final
concentration of 0.5x10° cells per mL of DMEM that contained penicillin (100 000
U/L)/streptomycin (100 nug/L), gentamicin (150 mg/L), HEPES buffer (0.02 M) and fetal
bovine serum (FBS [10%]).

Three sizes of culture dishes were used to accommodate the need of sufficient
materials for different analyses. Twenty four-well culture plates' were used for studies
designed to measure changes in PGE, production in the culture media. Six-well plates™
were required for analyses requiring RNA extracts, whereas large culture dishes” (10 ¢cm in
diameter) were used in selected experiments to provide sufficient protein extracts for
western blots. Cells were seeded as 1, 3 and 5 mL of chondrocyte solution (0.5 X 10° cells/
mL) to a 24-well plate, 6-well plate and 10 cm culture dish, respectively. All culture plates
were incubated in a humid, 5% CO,, 37° C incubator until cell adherence to the wells. The

culture media was changed every 48 hours until chondrocytes reached confluence. Twenty-
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four hours prior to the recombinant human interleukin- 1B (rhIL-1p)° stimulation, cells were

cultured in serum-free media.

I1.3.2. Study design
I1.3.2.1. Experiment 1

In experiment 1, 4 horses were used. Equine chondrocytes cultured in 24-well plates
were stimulated with O (control), 2.5, 5, 10 and 20 ng/mL of rhIL-1 for 24 hours to study
the effect of the cytokine on PGE, production. Each treatment was performed in duplicate
wells, and the study was replicated twice with 2 horses. A similar dose-response study was
performed to characterize the regulation of COX-2 and mPGES-1 mRNA, by use of
chondrocytes cultured in 6-well plates for 24 hours in the presence of O (control), 2.5, 5, 10

and 20 ng/mL of rhIL-1f. The latter study was repeated twice on 2 other horses.

I1.3.2.2. Experiment 2

In experiment 2, a group of 3 horses was used. The time-dependent regulation of
PGE, production and of COX-2 and mPGES-1 mRNA expression by rhIL-1f (5 ng/mL)
was characterized in equine chondrocytes cultured for 0, 3,6,9, 12 and 24 hours. For the
PGE, production, cells were cultured in 24-well plates and each time point analysis was
performed in duplicate wells, whereas the regulation of COX-2 and mPGES-1 mRNA was
studied in cells cultured in 6-well plates. The regulation of COX-2 and mPGES-1 protein
by rhIL-1B (5 ng/mL) was performed by use of 10 cm-culture dishes, but only on selected
time points (0, 12 and 24 hours of culture) because of limited numbers of cells. These

analyses were replicated 3 times with 3 other horses.

I1.3.3. PGE, measurement

At the end of the culture period, the media were frozen at —70° C until further
analysis. Samples were collected at each concentration or time point and analyzed
separately. Concentrations of PGE, were measured directly in culture media by use of a
specific radioimmunoassay (RIA), as described.” The antiserum® had cross-reactivities

against PGE,, PGF,,,, PGF,,, and 6-keto PGF,, of 70%, 1.4%, 0.7% and 0.6%, respectively.
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The sensitivity of the assay was 62.5 pg/mL, and the intra and inter-assay coefficients of

variation were 9.2% and 12.3%, respectively.

IL.3.4. Semiquantitative RT-PCR and Southern blot analysis

At the end of the culture period, cells were harvested in 1 mL of Trizol reagent,’
homogenized and stored at —70° C until further analysis. Briefly, the Trizol reagent that
contained the cell lysate was incubated at 20° C for 5 minutes. Chloroform’ was added to
the solution, which was vigorously agitated and a second incubation was performed for 3
minutes. Following centrifugation, the aqueous phase that contained the RNA was
removed. The RNA was precipitated with 100% ethanol® and washed with 70% ethanol.
After ethanol evaporation, the RNA was resuspended in sterile diethyl pyrocarbonate
(DEPC)' water and quantified spectrophotometrically.

A commercial RT-PCR system" was used for semi-quantitative analysis of COX-2
and mPGES-1 mRNA. Reactions were performed as directed by the manufacturer with
sense (5'-GAG CAG GCT CAT ACT GAT AGG AG-3') and anti-sense (5-GAG TGC
TTC TAA CTC CGC AGC C-3') primers specific for equine COX-2, sense (5-AAC GAC
ATG GAG ACC ATC TAC CC -3" and anti-sense (5'-TCT TGA CAG CTC GTC TCT
AAA CGG-3') primers specific for equine mPGES-1, and sense (5-ATC ACC ATC TTC
CAG GAG CGA GA -3") and anti-sense (5-GTC TTC TGG GTG GCA GTG ATG G-3")
primers specific for equine glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). These
reactions resulted in the production of COX-2, mPGES-1 and GAPDH ¢cDNA fragments of
489, 476, 341 bp, respectively. Each reaction was performed with 100 ng of total RNA, and
cycling conditions were 1 cycle of 48°C for 45 minutes and 94° C for 2 minutes, followed
by a variable number of cycles of 94° C for 30 seconds, 58°C for 1 minute, and 68°C for 2
minutes. The number of cycles used was optimized for each gene to fall within the linear
range of PCR amplification and were 16 cycles for COX-2 and GAPDH, and 18 cycles for
mPGES-1. After PCR amplification, samples were electrophoresed on 2% tris-acetic acid-
EDTA-agarose (TAE-agarose) gels, transferred to nylon membranes, and hybridized with
corresponding radiolabeled COX-2, mPGES-1 and GAPDH cDNA fragments with a



42

hybridization solution,” as described.* Membranes were exposed to a phosphor screen, and

signals were quantified on an imaging system* by use of software.”

I1.3.5. Western blot analyses

Solubilized cell extracts and western blot analyses were performed as described.*
Briefly, cells were homogenized and sonicated on ice in TED (20 mM Tris,* pH 8.0, 50
mM EDTA, 0.1 mM diethyldithiocarbamic acid [DETCJ]™) buffer that contained 1.0%
Tween (polyoxyethylene-sorbitan-monolaurate).” The sonicates were centrifuged at 16,000
X g for 15 minutes at 4° C. The recovered supernatant (whole cell extract) was stored at —
70° C until electrophoretic analyses were performed. Protein concentration was determined
by the method of Bradford.” Samples (100 pg of proteins) were resolved by one-
dimensional sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), and
electrophoretically transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF)* membranes.®
Blocking of membranes was done with 5% nonfat dry milk in 0.1% TTBS (0.1% Tween-
20, 10 mM Tris-buffered saline, pH 7.5) for 1 hour at 20° C, then washed twice for 2
minutes at 20° C with 0.1% TTBS. After blockage, membranes were incubated with a
selective anti-COX-2 antibody (MF243* at 1:7,500 dilution) or anti-mPGES-1 antibody™
(1:1000 dilution) diluted in 0.05% TTBS (0.05% Tween-20, 10 mM Tris-buffered saline,
pH 7.5) containing 2% nonfat dry milk overnight at 4° C. Membranes were incubated with
a horseradish-peroxidase-labeled donkey anti-rabbit secondary antibody® (1:15,000
dilution) for 1 hour at 20° C. Membranes were washed and the bound secondary antibody
was detected by use of the enhanced chemiluminescence system and following the

manufacturer’s protocol.™

The signal was visualized on X-ray film.
I1.3.6. Statistical analyses

A 2-way ANOVA, with horse identity and concentration of rhIL-1f included as
factors, was used to test for effects of rhIL-1B on PGE, production. When the ANOVA
indicated a significant (P< 0.05) difference, Tukey post-hoc tests were used to compare
pairs of means. An ANOVA with levels of PGE, production at time O as a cofactor and

time, horse identity, and treatment as factors, was performed for time-dependent analysis of



43

PGE, production. A value of P< 0.05 was considered to be significant. The data were

analyzed with software. "



I1.4. Results
I1.4.1.Experiment 1
IL.4.1.1. IL-1B-dependent induction of PGE, production

Equine articular chondrocytes produced low amounts of PGE, under non-stimulated
culture conditions (control) or after stimulation with 2.5 ng/mL of rhIL-1p for 24 hours.
There was a significant effect of rhIL-1B concentration on PGE, production (P< 0.001).
Post-hoc tests revealed that PGE, production was significantly lower in the chondrocyte

group under non-stimulated culture conditions and in the group stimulated with 2.5 ng/mL

of rhIL-18 than in the 5, 10 and 20 ng/mL stimulated groups (P= 0.01).

11.4.1.2. IL-1B-dependent induction of COX-2 and mPGES-1 mRNA expression

Amounts of COX-2 and mPGES-1 mRNA were low or undetectable in non-
stimulated culture conditions (control; 0 ng/mL; Fig 1). Cyclooxygenase-2 mRNA
expression was induced by rhIL-1B. Likewise, mPGES-1 mRNA expression was also
induced after rhIL-1 stimulation.

Results of experiment 1 indicated that rhIL-1f used at 5 ng/mL led to significant (P
= 0.01) production of PGE, in the media and induced COX-2 and mPGES-1 mRNA
expression. Therefore, except for controls, subsequent chondrocyte cultures in experiment 2

were performed with 5 ng/mL rhIL-1§.

I1.4.2. Experiment 2
I1.4.2.1. Time-dependent regulation of PGE, production

Control cells produced low or negligible amounts of PGE, between 0 and 24 hours
of culture (Fig 2). In contrast, rhIL-1p stimulated PGE, production by equine chondrocytes
cultured for 6 to 24 hours. A significant (P < 0.001) effect of treatment and time on PGE,
production was detected. Post-hoc tests revealed a si gnificant (P< 0.001) difference
between treatment and control samples at all time points, except 3 hours after stimulation.
The cumulative PGE, production increased progressively until 24 hours to attain a mean

value of 368 ng/mL.
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I1.4.2.2. Time-dependent expression of COX-2 and mPGES-1 mRNA

The chondrocytes did not express COX-2 mRNA under control culture conditions
(Fig 3). In contrast, a rapid induction of COX-2 mRNA was observed 3 hours after rhIL-1f,
compared with controls, and this pattern of COX-2 expression was maintained throughout
the 24 hour culture period. Similarly, chondrocytes expressed negligible amounts of
microsomal PGES-1 transcript under control conditions, but stimulation with rhIL-1B

induced mPGES-1 mRNA expression between 3 and 24 hours of culture.

I1.4.2.3. Time-dependent expression of COX-2 and mPGES-1 proteins

Equine articular chondrocytes expressed low or negligible amounts of COX-2 or
mPGES-1 proteins under control culture conditions (Fig 4). In contrast, a strong expression
of COX-2 protein was observed after 12 and 24 hours of rhIL-1B stimulation. Similarly,
induction of microsomal PGES-1 protein expression was revealed by use of western blot

analysis after 12 and 24 hours following the rhIL-1pB stimulation.



IL.5. Discussion

Results of this study provided evidence that the recently identified microsomal
prostaglandin synthase, mPGES-1, a terminal enzyme in the arachidonic acid pathway,
which metabolizes PGH, to PGE,, was inducible by the proinflammatory cytokine IL-1p
and functionally linked with COX-2 in equine articular chondrocytes in monolayer culture.
These results agreed with those recently published for human chondrocytes® affected by
osteoarthritis and suggest that mPGES-1 could be a downstream therapeutic target for
developing more selective blockade of PGE, synthesis, thereby possibly avoiding adverse
effects reported for COX-1 and COX-2 inhibitors.

The maximal induction of COX-2 mRNA observed at 3 hours after rhIL-1P8
stimulation and its sustained expression for at least 24 hours agreed with findings from
earlier studies using normal human chondrocytes** and more recently, equine
chondrocytes.'>*” A significant increase in PGE, concentrations was not observed until 6
hours after rhIL-1f treatment. The apparent delay observed between the rapid induction of
COX-2 mRNA (3 hours after rhIL-1f) and the detection of a significant increase in PGE,
production (6 hours after rhIL-1p) was likely related to the time required for translation of
COX-2 mRNA into COX-2 protein, and for accumulation of PGE, into the culture media.
This induction of COX-2 transcript was also associated with increased COX-2 protein, as
observed by others.* In contrast, a more gradual increase in COX-2 induction was observed
in IL-1@3-stimulated human chondrocytes, with maximal concentrations observed only at 24
hours after stimulation.”” This slower response in gene expression may be related to the
normal versus disease status of the cells, to differences in IL-1P concentrations used among
studies, to species differences, or the use of human IL-1B on equine cells. Collectively,
these results may be relevant to the pathophysiology of osteoarthritis, because IL-1B-
dependent COX-2-induction of PGE, synthesis is thought to modulate cartilage
destruction.”’ Furthermore, COX-2 can be induced by IL-1B in many tissues affected by
osteoarthritis, including synovial fibroblasts, chondrocytes, meniscal chondrocyte-like cells
and osteophytic chondrocytes,” delineating the importance of this inducible enzyme in the

production of pathologic concentrations of PGE, in joint disease.



47

The metabolism of arachidonic acid by COX-1 and COX-2 yields the intermediary
product PGH,, which is rapidly converted into PGE,, PGD,, PGF,,, PGL, or thromboxane
A, (TXA,) by specific terminal synthases. Chondrocyte PGE, synthesis is markedly
induced by IL-1B or TNF-0,” however, to our knowledge, expression of PGES has not
been previously studied in equine articular tissues. In other species, the inducible form of
the enzyme, mPGES-1, is upregulated by LPS, IL-18 and TNF-0.”2 Microsomal PGES-1
may therefore be an important enzyme in inflammatory events. The rapid expression of
mPGES-1 mRNA after IL-18 stimulation in the present study suggests a role for the
enzyme in early PGE,-dependent inflammatory events in equine joint disease. In a rat
adjuvant-induced arthritis model, mPGES-1 is selectively up-regulated during COX-2-
dependent PGE, production.’ Following these recent findings, mPGES-1 was considered
the isoform functionally linked to COX-2, responsible for the pathologic production of
PGE, in vivo.”' Additional lines of evidence for a major role of mPGES-1 in arthritis is
provided by results of genetic studies in which mPGES-1-deficient mice evaluated in a
collagen-induced arthritis model had a reduced inflammatory response and protection from
cartilage and bone changes normally associated with this model.*® An interesting possibility
for therapeutic intervention is the eventual specific blockade of mPGES-1 expression by
articular cells to treat inflammatory and degenerative joint diseases.

The profile of PGE, synthesis observed in the present study was in agreement with
the previously reported temporal increase in PGE, production after IL-1B stimulation of
normal chondrocytes.''**“ Increased PGE, has been measured in equine joints with

degenerative arthropathies**

and reported to be a good to excellent predictor of pathologic
findings in equine joints.'” The potential role played by PGE, in the pathophysiology of
osteoarthritis is emerging. Prostaglandin E, induces chondrocyte apoptosis®?, enhances
production of MMPs,* and decreases the synthesis and promotes the degradation of
proteoglycans in vitro.”! Furthermore, it causes osteoclastic bone resorption and could alter
subchondral bone in osteoarthritis.””?® Interestingly, PGE, also enhances its own IL-1B-
induced production by rheumatoid synovial fibroblasts,® highlighting a potential positive

feedback loop.
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Paradoxically, beneficial effects of PGE, on joint structures have also been
identified. The addition of exogenous PGE, to equine or human chondrocytes decreases the
IL-1B-induced expression of MMP-1, MMP-3, MMP-13 and TIMP-1, indicating that PGE,
could be beneficial in inflammatory joint diseases.’? However, the concentrations of
exogenous PGE, that provided an effect were in the nanogram per milliliter’ to microgram
per milliliter range. > Considering that the concentrations of PGE, detected in synovial
fluids of equine arthropathies are in the picogram per milliliter range,* the clinical
relevance of these putative beneficial effects will require further investigation. Other
arachidonic acid metabolites appear to be important for the homeostasis of cartilage, as in
other organs. The prostaglandin 15-deoxy-delta 12,14 PGJ,, a metabolite of the
prostaglandin PGD,,” inhibits IL-1B-induced nitric oxide synthase expression and MMP-13
production in chondrocytes affected by osteoarthritis.> Similarly, PGJ, inhibits IL-1B-
induced PGE, production and COX-2 expression by affected human chondrocytes.”
Presently, nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), commonly used to control
inflammation in joint disease, block upstream enzymes in the arachidonic acid pathway and
may concurrently block all potentially beneficial prostaglandins. The realization that COX-
2 was a key enzyme in prostaglandin synthesis led to the development of COX-2 selective
inhibitors. As serious adverse effects are recognized with their use, more selective
inhibitors of PGE, synthesis may be clinically useful because they would spare the
production of arachidonic acid metabolites which are important for the homeostasis of
Joints and many organs. Microsomal PGES-1 could be a potential candidate to achieve this
goal.

The effect of the cytokine on all constituents of the equine joint, and well as the
pathophysiologic consequence of COX-2 and mPGES-1 induction in equine chondrocytes,
deserve further investigation. Selective blockade of mPGES-1 expression might provide an

interesting therapeutic strategy for the control of PGE, production in equine joint diseases.
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I1.7. Footnotes

* Trypsin Type I, Sigma Chemical Co, St-Louis, MO.

b Collagenase Type IA, Sigma Chemical Co, St-Louis, MO.

¢ DMEM powder, Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY.

d Penicillin-streptomycin, Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY.

¢ Gentamicin solution, Sigma Chemical Co, St-Louis, MO.

"HEPES Buffer Solution, Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY.

¢ EDTA, Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ.

P Fetal Bovine Serum, Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY.

' Cell strainer with 70 um nylon mesh, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ.
i Hausser Bri ght-Line Hemacytometer, Hausser Scientific, Horsham, PA.

“ Trypan Blue solution, Sigma Chemical Co, St-Louis, MO.

! Costar 24 Well Cell Culture Cluster, Corning Incorporated, Corning, NY.

" 6-well plates, Sarstedt, Newton, NC.

" 10 cm tissue culture dishes, Sarstedt, Newton, NC.

° Recombinant human IL-1f, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN.

? PGE, antiserum, Assay Designs Inc., Ann Arbor, MI.

9 Trizol reagent, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA.

" Chloroform, Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ.

* Alcohol Anhydrous Reagent, J.T. Baker (Mallinckrodt Baker Inc.), Phillipsburg, NJ.

' Diethyl pyrocarbonate, Sigma Chemical Co, St-Louis, MO.

“Access RT-PCR System, Promega Corporation, Madison, WI.

" Molecular Biology Certified Agarose, Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada
" QuikHyb Hybridization Solution, Stratagene, La Jolla, CA.

* Storm 840, Molecular Dynamics, Amersham Biosciences, Sunnyvale, CA.

¥ Image Quant version 1.1, Molecular Dynamics, Amersham Biosciences, Sunnyvale, CA.
*Tris, Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ.

* Diethyldithiocarbamic acid, Si gma Chemical Co, St-Louis, MO.

** TWEEN, Sigma Chemical Co, St-Louis, MO.
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“SDS-PAGE, Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ.

% Hybond-P, Amersham Biosciences (GE Health care), Little Chalfont, Buckinghamshire,
England.

“ Anti-COX-2 antibody (MF 243), Merck Frosst Center for Therapeutic Research, Pointe-
Claire-Dorval, Québec, Canada.

™ Anti-mPGES-1 antibody, Cayman Chemical Co, Ann Arbor, ML

* Anti-rabbit IgG, peroxidase-liked species-specific whole antibody (from donkey),
Amersham Biosciences (GE Health care), Little Chalfont, Buckinghamshire, England.

" ECL Plus, Amersham Biosciences (GE Health care), Little Chalfont, Buckinghamshire,
England.

"SAS version 8.2, SAS Institute Inc., Cary, NC.
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IL.9. Figure legends

Figure 1

Gel electrophoretogram of cyclooxygenase-2 (COX-2), microsomal prostaglandin E
synthase-1 (mPGES-1), and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH)
obtained from cultured equine articular chondrocytes after stimulation with various

concentrations of recombinant human interleukin-1p (rhIL-1p).

Figure 2
Mean + SEM concentrations of PGE, obtained from cultured equine articular chondrocytes
after stimulation with rhIL-1B (5 ng/mL) or without rhIL-1p (control). *Significantly (P <

0.001) different from control value.

Figure 3
Gel electrophoretogram of COX-2, mPGES-1, and GADPH obtained from
cultured equine articular chondrocytes after stimulation without ( - ) or with (+)

rhIL-1 (5 ng/mL) for various periods.

Figure 4
Western blot analysis of COX-2 and mPGES-1 obtained from cultured equine
articular chondrocytes after stimulation without ( - ) or with ( + ) rhIL-1B (5

ng/mL) for 0, 12, or 24 hours.
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Chapitre III : Discussion

Les résultats de cette étude démontrent que la mPGES-1, une enzyme terminale
dans la cascade de I’acide arachidonique et métabolisant la PGH, en PGE,, est
inductible par la cytokine pro-inflammatoire IL-1B et couplée & la COX-2 chez des
chondrocytes articulaires équins en culture en monocouche. Ces résultats, semblables 2
ceux d’une étude récemment publiée au sujet de chondrocytes humains souffrant
d’ostéoarthrose (Kojima et al. 2004), suggérent que la mPGES-1, par le fait qu’elle est
une enzyme terminale, pourrait devenir une cible thérapeutique intéressante dans le
traitement de I’ ostéoarthrose. Le blocage spécifique de cette enzyme aurait comme effet
I"inhibition de la synthése de la PGE, de fagon plus sélective que celle obtenue avec les
inhibiteurs de la COX-1 et/ou de la COX-2, ayant comme avantage la réduction ou

I’élimination des effets secondaires engendrés par ces médicaments.

L’induction maximale de I’expression de ’ARNm de la COX-2, observée trois
heures suivant la stimulation avec la rhIL-1p et soutenue pour une période d’au moins
24 heures, a également été observée chez des chondrocytes humains normaux (Geng et
al. 1995; Blanco et al. 1999) et plus récemment, chez des chondrocytes équins normaux
(Tung et al. 2002b; Tung et al. 2002c). Cependant, dans notre étude une augmentation
significative des concentrations de PGE, dans le milieu de culture n’était observable que
six heures aprés le traitement par la rhIL-1B. Le délai observé entre I’induction rapide
de I’expression de I’ARNm de la COX-2 (trois heures suivant la stimulation) et la
détection d’une augmentation significative de PGE, dans le milieu de culture (six heures
suivant la stimulation) pourrait étre relié au temps requis pour la traduction de I’ARNm
de la COX-2 en protéine, et pour I’accumulation de la PGE, dans le milieu de culture.
Cette induction de I’expression de ’ARNm de la COX-2 a été associée 3 une
augmentation de I’expression de la protéine COX-2, phénomeéne également observé
dans d’autres études (Geng et al. 1995). Par contre, chez des chondrocytes humains
souffrant d’ostéoarthrose stimulés par I’IL-18, une induction plus graduelle de
'expression de la COX-2, avec des niveaux d’expression maximaux observés
seulement 24 heures suivant la stimulation, a été observée (Kojima et al. 2004). Cette

induction plus lente de I’expression génique peut étre reliée a plusieurs facteurs : a la
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différence entre les cellules saines et les cellules souffrant d’ostéoarthrose et entre les
concentrations d’IL-1f utilisées selon les études, aux variations entre les espéces, ou a
I’utilisation de rhIL-1f dans des cultures de chondrocytes équins.

Pris de fagon collective, ces résultats favorisent une meilleur compréhension de
la pathogénie de I’ostéoarthrose, la production de PGE, suivant I’induction enzymatique
de la COX-2 étant maintenant reconnue comme importante dans les mécanismes de
destruction du cartilage (Hardy et al. 2002). De plus, il a également été démontré que la
COX-2 peut étre induite par I’'IL-1p au sein de plusieurs tissus, incluant les fibroblastes
synoviaux, les chondrocytes articulaires, les chondrocytes méniscaux et les
chondrocytes ostéophytiques (Hardy et al. 2002), démontrant ainsi I’importance de cette
enzyme dans la production de PGE, en concentrations pathologiques lors de maladies

articulaires.

Le métabolisme de I’acide arachidonique par la COX-1 et la COX-2 conduit  la
production de la PGH,, un produit intermédiaire rapidement converti en PGE,, PGD,,
PGF,, PGI, ou TXA, par des synthétases terminales spécifiques. Certaines études ont
démontré que la production de PGE, par les chondrocytes est induite de facon
importante par I'IL-1B et le TNF-a (Kojima et al. 2004). Cependant, au meilleur de
notre connaissance, I’expression de la PGES n’a jamais été étudiée dans des tissus
articulaires équins. Chez d’autres espéces, il a été démontré que la forme inductible de
I’enzyme, la mPGES-1, est régulée par les LPS, I'IL-1B et le TNF-o (Fahmi 2004). La
mPGES-1 pourrait donc étre une enzyme importante lors de processus inflammatoires.
Dans I’étude présente, ’induction rapide de I’expression de ’ARNm de la mPGES-1
suivant la stimulation par I'IL-1f suggére un rdle pour cette enzyme dans les
événements inflammatoires précoces dépendants de la PGE, rencontrés lors de maladies
articulaires €quines. Dans le modéle murin d’arthrite induite par des adjuvants, une
augmentation de I’expression de la mPGES-1 a été observée durant la production de
PGE, dépendante de la COX-2 (Claveau et al. 2003). A la suite de ces récentes
découvertes, la mPGES-1 a été considérée comme I’enzyme fonctionnellement liée a la
COX-2 et par conséquent, celle responsable de la production pathologique de PGE, in
vivo (Murakami et al. 2000). D’autres évidences d’un r6le majeur joué par la mPGES-1

dans la pathogénie de I’ostéoarthrose ont été fournies par des études génétiques dans
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lesquelles des souris déficientes en mPGES-1 étaient évaluées dans un modéle d’arthrite
induite par le collagéne. En effet, ces souris ont démontré une réduction dans leur
réponse inflammatoire et une protection de leurs articulations contre les changements
cartilagineux et osseux normalement associés a ce modéle (Trebino et al. 2003).
L’inhibition spécifique de I’expression de la mPGES-1 comme traitement contre les
maladies articulaires dégénératives et inflammatoires devient par le fait méme, une

avenue thérapeutique intéressante.

Le profil de synthése de la PGE, observé dans I’étude présente est semblable 2
celui d’un rapport précédent évaluant I’augmentation de la production de PGE, suite a
une stimulation par I’IL-1B chez des chondrocytes normaux (May et al. 1992b, a; Geng
et al. 1995; Takafuji et al. 2002). Démontrant I’importance de la PGE,, une
concentration augmentée de cet écosanoide a été trouvée dans les articulations de
chevaux souffrant d’arthropathies dégénératives (Hawkins er al. 1993; Gibson et al.
1996; Kirker-Head et al. 2000) et a été considérée comme un bon i excellent indicateur
de maladies articulaires chez cette espéce (Bertone et al. 2001).

Le rdle potentiellement joué par la PGE, dans la pathogénie de I’ostéoarthrose
est en émergence. Il a été démontré que la PGE, posséde la capacité d’induire I’apoptose
des chondrocytes (Miwa et al. 2000; Notoya et al. 2000; Pelletier et al. 2001a) et la
production des MMP (Mehindate er al. 1995), tout en provoquant la diminution de
synthése et I’augmentation de dégradation des protéoglycanes in vitro (Hardy et al.
2002). Elle peut également causer de la résorption osseuse et des altérations de 1’os
sous-chondral lors d’ostéoarthrose (Laufer 2003; Saegusa et al. 2003). Fait intéressant,
la PGE, peut aussi favoriser la production d’IL-1f par les fibroblastes synoviaux
souffrant d’arthrite rhumatoide (Kojima er al. 2003), démontrant ainsi son action au sein

d’une boucle de rétrocontrdle positif.

Paradoxalement, des effets bénéfiques de la PGE, sur les structures articulaires
ont aussi €t€ identifiés. L’ajout de PGE, exogéne a des chondrocytes équins ou humains
a comme effet la diminution de I’expression des MMP-1, -3, -13 et TIMP-1 induite par
I’IL-1B, indiquant que la PGE, pourrait également avoir des effets bénéfiques lors de

maladies articulaires inflammatoires (DiBattista et al. 1994; Tung et al. 2002a).
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Cependant, les concentrations de PGE, exogéne utilisées dans ces études, et ayant eu un
effet bénéfique sur les tissus, vont de I’ordre du nanogramme par millilitre (DiBattista ez
al. 1994) a I’ordre du microgramme par millilitre (Tung er al. 2002a). Considérant que
les concentrations de PGE, détectées dans le liquide synovial de chevaux souffrant
d’arthropathies sont en terme de picogrammes par millilitre (Gibson et al. 1996; Kirker-
Head er al. 2000), de futures investigations seront nécessaires pour déterminer
I’importance clinique de ces effets bénéfiques.

D’autres métabolites provenant de la cascade de I’acide arachidonique semblent
importants pour I’homéostasie du cartilage et des autres organes. La prostaglandine 15-
déoxy-delta 12, 14 PGJ,, un métabolite de la PGD, (Fahmi et al. 2002a), peut inhiber
’expression de la synthétase de I’oxyde nitrique induite par I’IL-1f et la production de
la MMP-13 par des chondrocytes ostéoarthritiques (Fahmi et al. 2001). De fagon
similaire, la PGJ, est capable de I’inhibition de la production de la PGE, induite par
PIL-1B et de I’expression de la COX-2 par des chondrocytes humains souffrant
d’ostéoarthrose (Fahmi et al. 2002b).

Jusqu’a présent, les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) communément
utilisés pour contrdler I’inflammation lors de maladies articulaires, ont pour fonction le
blocage des enzymes situées en amont de la cascade de 1’acide arachidonique, inhibant
par le fait méme de fagon non sélective la production de prostaglandines
potentiellement bénéfiques. La découverte de la COX-2 comme enzyme clé dans la
synthése des prostaglandines a mené au développement de ses inhibiteurs sélectifs.
Depuis la mise en évidence d’effets secondaires graves associés a I’utilisation des anti-
COX-2, la recherche d’inhibiteurs plus spécifiques de la synthése de PGE, pourra
s’avérer cliniquement utile, épargnant ainsi la production des autres métabolites de
I’acide arachidonique importants pour I’homéostasie des articulations et de plusieurs
autres organes. La mPGES-1 pourrait, par le fait méme, devenir un candidat potentiel

pour I’atteinte de ce but.

Cette étude nous a permis d’acquérir de nouvelles connaissances au sujet de
I’expression et de la régulation de la mPGES-1 chez des chondrocytes équins normaux.
Cependant, il ne faut pas oublier qu’il s’agit d’'un modéle d’ostéoarthrose in vitro,

comportant évidemment certaines limitations. L’utilisation d’IL-1f recombinante
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humaine, la recombinante équine n’étant pas disponible commercialement au moment
de la réalisation de I’étude en 2001, est peut étre a |’origine de 1égéres variations dans le
profil d’expression génique de la mPGES-1. Cependant, bien qu’il ait déja été suggéré
que les chondrocytes équins sont plus sensibles a une stimulation par des cytokines en
provenance de chevaux que d’humains (May et al. 1992b), une étude comparant la
stimulation de chondrocytes équins par I'IL-1 recombinante équine (reIL-1p) et la rhIL-
1B a échoué dans la démonstration d’une différence de réponse in vitro, la séquence
génique du récepteur cellulaire d’IL-1f pouvant étre trés bien conservée entre les
especes (Tung ef al. 2002b). De futures études comparatives seront donc nécessaires
pour déterminer si différence il y a dans I’expression génique de la mPGES-1.

Notre €tude caractérise I’expression de la mPGES-1 chez des chondrocytes. Or,
nous savons que d’autres cellules sont impliquées dans la pathogénie de I’ostéoarthrose
(Hardy ez al. 2002). Il serait donc intéressant de répéter la méme expérience avec des
cellules provenant des autres tissus articulaires, pour en déterminer leur implication
dans la production de concentrations pathologiques de PGE,.

L’utilisation du modéle in vitro d’ostéoarthrose appliquant des forces de
compression intermittentes aux cultures cellulaires de chondrocytes deviendra
intéressante dans I’étude de I’implication de la mPGES-1 dans les phénoménes précoces
d’inflammation articulaire (Sauerland et al. 2003). Le cas échéant, la découverte de
médicaments inhibiteurs spécifiques de la mPGES-1 en deviendront encore plus
intéressants.

Nous ne savons pas jusqu’a quel degré les études in vitro reflétent ce qui se
passe réellement in vivo, le comportement cellulaire pouvant étre modifié par la perte de
leur environnement physiologique. Ayant été réalisée tout récemment en médecine
humaine (Li et al. 2005), I’étude de I’expression de la mPGES-1 in situ dans des tissus
articulaires de chevaux normaux et souffrant d’ostéoarthrose nous donnera de
’information précieuse concernant la localisation et I’ampleur de I’expression de la

mPGES-1 lors de pathologie.
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Conclusion

En conclusion, cette étude caractérise I’effet de la rhIL-1p sur I’expression de la
COX-2 et de la mPGES-1, et la régulation de la PGE,, chez des chondrocytes équins
normaux en culture en monocouche. Elle apporte donc de nouvelles informations
concernant, chez I’espéce équine, la co-induction de la COX-2 et de la mPGES-1 suite &
une stimulation pro-inflammatoire, conduisant & une augmentation de la synthése de la
PGE,, un écosanoide impliqué dans la pathogénie de I’ ostéoarthrose.

Les compagnies pharmaceutiques sont présentement a la recherche de nouveaux
médicaments contre 1’ostéoarthrose qui seront plus efficaces et comporteront moins
d’effets secondaires. L’inhibition sélective de I’expression de la mPGES-1 pourra peut-
étre apporter une stratégie thérapeutique intéressante dans le contrdle de la production
de la PGE, dans les pathologies articulaires. La chasse a I’inhibiteur sélectif de la
mPGES-1 est maintenant ouverte, restera ensuite 2 démontrer 1’efficacité et I’innocuité

de ces nouvelles molécules.
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